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The marine pathogenic bacterium Photobacterium damselae
subsp. damselae is considered a primary pathogen for a variety of fish 
species of importance in marine aquaculture. In addition, it has 
zoonotic potential as it can cause opportunistic hemorrhagic 
septicaemia in humans that may evolve into a fatal outcome. Recent 
studies have shown that strains of P. damselae subsp. damselae
exhibiting strong hemolytic activity all harbour a large conjugative 
virulence plasmid dubbed pPHDD1 (150 Kb). This mobile element 
encodes two cytotoxins with hemolytic activity: the phospholipase-D
damselysin (Dly) and the pore-forming toxin phobalysin P (PhlyP), 
and the two play a major role in virulence for homeotherm and 
poikilotherm animals. Notably, pPHDD1 plasmid is restricted to only 
a fraction of the strains isolated from fish farm outbreaks. Strains 
lacking pPHDD1 (hereafter dubbed as plasmidless strains) exhibit 
lower hemolytic activity, which is attributable to the chromosome I-
encoded pore-forming toxin phobalysin C (PhlyC). Although 
plasmidless strains are commonly isolated from outbreaks in marine 
fish farms, no genetic studies aimed at identifying additional virulence 
factors have been conducted so far in this category of strains. 
In the present study, we have demonstrated that PhlyC toxin, 
encoded in chromosome I, plays a role in virulence for fish and in 
cytotoxicity for cell lines, in plasmidless P. damselae subsp. damselae
strains. In addition, by combining data from comparative analysis of 
complete genomes and from analysis of deletion mutants in candidate 
genes, we have identified two hitherto uncharacterized genes in this 
subspecies encoding, respectively, a collagenase (ColP) and a 
phospholipase (PlpV). While colP gene is present in only a subset of 
the isolates analyzed, we found here that plpV gene is ubiquitous in 
the subspecies. Moreover, transposon insertion mutagenesis using 
mini-Tn10 allowed us to identify lip80 gene as the responsible for the 
lipolytic activity exerted by the vast majority of the P. damselae
subsp. damselae isolates on agar plates supplemented with tween 80.
In accordance with the prediction of signal peptides within the amino 
acid sequences of PhlyC, ColP and PlpV, mutants for type II secretion 
system genes (T2SS) epsL and pilD showed a strong impairment in 
the activities attributable to PhlyC and PlpV, and a partial impairment 
in the collagenase activity attributable to ColP. These data indicate 
that these enzymes are secreted via the T2SS. However, the lipolytic 
activity associated to Lip80 was not affected in the epsL and pilD
mutants indicating that this enzyme is secreted by another pathway. 
Virulence assays with sea bass as animal model, and cytotoxicity 
assays using fish and human cell lines, demonstrated that PhlyC, PlpV 
and ColP contribute to virulence for fish and to cytotoxicity for cell 
lines, with a major contribution of PhlyC and PlpV and a minor 
contribution of ColP. Hence, mutants for hlyAch (encoding PhlyC) and 
plpV genes exhibited the major reduction in virulence for fish. Our 
results confirm the pathogenic potential of plasmidless strains of P. 
damselae subsp. damselae and demonstrate the role of PhlyC 
hemolysin, PlpV phospholipase and ColP collagenase in virulence for 
sea bass, as well as in toxicity for fish and human cell lines.
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1.1. LA IMPORTANCIA DE LA ACUICULTURA EN LA ACTUALIDAD 
La Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y 
la Agricultura (FAO), define a la acuicultura como el cultivo de 
organismos acuáticos animales o vegetales, tanto en zonas costeras 
como en el interior, que implica un 
control en el proceso de cría para 
aumentar las tasas de producción. 
Esta actividad económica supone no 
solo una fuente importante de 
alimento sino también de ingresos y 
medio de vida para cientos de 
millones de personas en todo el 
mundo. La acuicultura ha posibilitado 
el gran crecimiento de suministro de 
pescado para el consumo humano de los últimos años, siendo la 
responsable de proporcionar la mitad de todo el pescado destinado a 
tal fin (Fig. I.1).  
La producción de acuicultura a nivel mundial en 2015 ascendió a 
106 millones de toneladas, con un valor de más de 130.380 millones 
de euros (Apromar, 2017), superando en 12,3 millones de toneladas a 
la producción mundial de la pesca (Fig. I.2). Tal y como podemos 
observar en la Tabla I.1A, los principales productores mundiales de 
acuicultura son países asiáticos, siendo el que encabeza la lista y con 
valores estratosféricos de producción, China (61.536.375 toneladas). 
Las tres principales especies producidas en acuicultura actual en China 
son el alga laminaria japonesa, la carpa china y la ostra japonesa. A 
continuación nos encontramos con Indonesia (15.649.311 toneladas), 
seguido de la India (5.238.019 toneladas), Vietnam (3.450.200 
toneladas) y Filipinas (2.348.159 toneladas) (FAO, 2016). Si la Unión 
Europea se considerara como una unidad, su cosecha de acuicultura se 
 
Fig. I.1: Origen del pescado 
destinado al consumo humano 
en el año 2015 (Apromar, 
2017). 
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situaría con 1.301.482 toneladas en 9º lugar, entre Noruega y Egipto. 
En la Unión Europea los principales productos de la acuicultura son 
pescados y moluscos. La acuicultura de algas, crustáceos y otros 
invertebrados es muy reducida (Apromar, 2017). 
 
Fig. I.2: Evolución de la producción acuática mundial (acuicultura más pesca) en el 
periodo 1951-2015 (Apromar, 2017). 
 
En relación con el valor de sus cosechas en primera venta, los 10 
principales países productores de acuicultura a nivel mundial, vieron 
reducidas sus cifras de 2015 respecto del año anterior con una tasa de 
variación del -1,8 %, frente al resto de países que lo hicieron al -4,7 
%, incrementando la brecha entre ambos grupos también desde esta 
perspectiva. Con ello, los 10 principales países productores de 
acuicultura en el mundo produjeron en 2015 por valor del 82,1 % de la 
cantidad mundial total (130.380 millones de euros) (Tabla I.1B). 
Debido al más alto valor unitario de las producciones de acuicultura 
de Chile y Noruega, estos dos países suben muchos puestos en la lista 
de países productores por valor. En Chile destacan las producciones 
de salmón Atlántico, mejillones y salmón coho, mientras que en 
Noruega destacan el salmón Atlántico y la trucha arco iris (FAO, 






Tabla I.1: Principales países productores de acuicultura (A) por toneladas 
anuales y tasa de variación interanual y (B) por valor de la producción anual 
(millones de euros) y tasa de variación interanual en 2015 (FAO, 2016; 
Apromar, 2017).
(A)
País Cantidad (t) % var. anual 
China 61.536.375 4,7% 
Indonesia 15.649.311 8,9% 
India 5.238.019 7,2% 
Vietnam 3.450.200 2,9% 
Filipinas 2.348.159 0,5% 
Bangladesh 2.060.408 5,3% 
Corea del Sur 1.676.489 7,0% 
Noruega 1.380.890 3,6% 
Egipto 1.174.831 3,3% 
Japón 1.103.235 8,0% 
   
TOTAL 10 PRALES. PRODUCTORES 95.617.917 4,2% 
RESTO DE LOS PAISES 10.386.267 3,0% 
TOTAL MUNDIAL 106.004.184 4,1% 
España 289.821 2,7% 
(B)
País Valor (M. euros) % var. anual 
China 289.821 4,8% 
India 8.365 -2,9% 
Indonesia 7.019  -17,0% 
Chile 6.810  7,7% 
Vietnam 5.491  -33,4% 
Noruega 4.659  -17,5% 
Bangladesh 4.120  6,1% 
Japón 3.501 -7,8% 
Tailandia 1.880  17,4% 
Ecuador  1.843  
   
TOTAL 10 PRALES. PRODUCTORES 107.064  -1,8% 
RESTO DE LOS PAISES 23.315 -4,7% 
TOTAL MUNDIAL 130.380 -2,4% 
España 407 -9,5% 
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La acuicultura se inició en España en los años 60, centrándose 
especialmente en la producción de mejillón (Fig. I.3). España ocupa la 
posición 22ª a nivel mundial, con un crecimiento del 2,7%. Es el 
Estado miembro de la Unión Europea con una mayor cosecha de 
acuicultura, con 289.821 toneladas en 2015 (22,3% del total de la 
Unión), seguido por el Reino Unido con 206.834 toneladas (el 15,9%) 
y Francia con 206.800 toneladas (15,9 %) (Apromar, 2017). Sin 
embargo, cuando se considera el valor de la producción, el Reino 
Unido es el principal Estado miembro productor, con 878,4 millones 
de euros (24,5% del valor total), seguido por Francia con 653,6 
millones de euros (18,2%) y Grecia con 411,1 millones de euros (el 
11,4 %). España ocupa la cuarta posición, con 407,2 millones 
(11,4%), seguida de Italia (Apromar, 2017). Con respecto al valor 
económico de sus producciones a nivel mundial, España se sitúa en el 
puesto 31º con un 9,5% menos de valor que en el año 2014 (FAO, 
2016; Apromar, 2017).
La principal especie criada en España en 2016 ha sido el mejillón 
(225.308 toneladas), principalmente en Galicia aunque también se 
cultiva en Cataluña, Andalucía, Comunidad Valenciana y Baleares; 
seguido por la lubina (23.445 toneladas) en Murcia, Andalucía, 
Canarias, Comunidad Valenciana y Cataluña; la dorada (13.740 
toneladas) en la Comunidad Valenciana, Murcia, Canarias, Andalucía 
y Cataluña; y la trucha arco iris (17.732 toneladas), cuyas principales 
regiones productoras son Castilla y León, Galicia, Andalucía, 
Cataluña, La Rioja, Castilla la Mancha, Asturias y Aragón (Apromar, 
2017).
Otras especies producidas son el rodaballo (7.396 toneladas), 
siendo Galicia el principal productor; la corvina (1.798 toneladas) 
principalmente en la Comunidad Valenciana; el atún rojo (940); el 
lenguado (755 toneladas) cultivado en Galicia y Andalucía; la anguila 
(315 toneladas) en la Comunidad Valenciana; el besugo, cuya 
producción en Europa se realiza únicamente en Galicia con una 
producción de 178 toneladas en 2015; la ostra japonesa con 669 
toneladas en 2015, principalmente en Galicia, Cataluña, Andalucía, 
Asturias, Cantabria y la Comunidad Valenciana; la almeja fina, 
babosa y japonesa con una producción conjunta de 947 toneladas; y, 
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desde 2014, está en funcionamiento una granja de abalón localizada en 
Galicia (Apromar, 2017). 
 
Fig. I.3: Evolución de la producción de la acuicultura en España, en toneladas por 
especies entre los años 1960-2016 (Apromar, 2017). 
 
La acuicultura es una actividad económica de larga tradición en 
España, y de gran relevancia en muchas de sus costas y ríos. Las 
estadísticas elaboradas por el Ministerio de Agricultura, Alimentación 
y Medio Ambiente (MAGRAMA) estiman un total de 18.076 empleos 
directos y 45.190 puestos indirectos en la acuicultura marina en 
España existentes en 2015 (Apromar, 2017). La evolución del empleo 
en acuicultura en España muestra con los años una tendencia 
decreciente en cuanto al número de personas empleadas. Sin embargo, 
las estadísticas medidas en Unidades de Trabajo Anual exponen una 
situación de estabilidad (Apromar, 2017). 
Este sector primario, del que este país es el principal productor en 
la Unión Europea, está constituido por micro, pequeñas, medianas e 
incluso grandes empresas. En su conjunto, son organizaciones 
competitivas, muchas incluso en la vanguardia de la acuicultura en 
Europa que comercializan sus productos tanto en España como en 
mercados exteriores. Además, la acuicultura contribuye a la fijación 
de población en numerosas comarcas españolas, donde llega a ser el 
principal motor de la economía local, y a la conservación de prácticas 
tradicionales (Apromar, 2017). 
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El Plan Estratégico de la acuicultura española establece unos 
objetivos ambiciosos para la acuicultura española, pasando de las 
266.684 toneladas de producción de 2012, a 369.470 toneladas en 
2020 y 527.766 toneladas en 2030 (Apromar, 2017). El valor de estas 
producciones pasaría de los 435 millones de euros de 2012, a 780 
millones en 2020 y 1.465 millones en 2030 (Apromar, 2017). A pesar 
de estimar estas cifras tan atractivas, la acuicultura española sigue 
enfrentándose a toda una serie de retos tales como i) la necesidad de 
agilizar los procedimientos administrativos; ii) garantizar el desarrollo 
y el crecimiento sostenible de la acuicultura a través de la ordenación 




1.2. PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE, PATÓGENO 
EMERGENTE EN ACUICULTURA 
Una de las cuestiones que afecta de manera más decisiva a la 
viabilidad del sector de la acuicultura, es la salud de los animales 
cultivados. Los peces, ya sean de vida libre o de cultivo, son 
susceptibles a las enfermedades, siendo éstas, más incidentes en la 
acuicultura que en el medio natural debido a diversos factores tales 
como una alimentación inadecuada, el estrés causado por la 
exposición a un factor ambiental extremo o a una sustancia tóxica 
(altas densidades, temperatura del agua, falta de oxígeno disuelto, 
manipulación brusca…), o el ataque de organismos patógenos (FAO, 
2016). 
Las patologías de los peces, aun cuando la mayoría puedan ser 
inocuas para los seres humanos, pueden tener un efecto devastador 
sobre las niveles de producción, y por tanto, sobre la economía de las 
plantas de acuicultura. Es complicado medir las pérdidas anuales 
sufridas debido a las enfermedades, dada la ausencia de precios de 
mercado o costes de cosecha marginales (Lafferty et al., 2015), pero sí 
existen algunas estimaciones (Tabla I.2). Estas cifras se han obtenido 
durante periodos en los que la industria fue afectada por epidemias 
agudas, principalmente debidas a enfermedades víricas. Sin embargo, 
las pérdidas provocadas por enfermedades crónicas, baja 
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supervivencia y escaso rendimiento, no se consideran como un 
problema de enfermedad, sino como un coste de producción. El coste 
de estos tipos de enfermedades es probable que supere el coste de las 
patologías agudas. El Banco Mundial facilitó en 1997 una estimación 
de pérdida anual por enfermedades en la acuicultura del orden de 
3.000 millones de USD. Por este motivo la sanidad acuícola ocupa un 
lugar preponderante, siendo necesario poner en práctica 
procedimientos de prevención y control de las enfermedades que 
limitan las producciones acuícolas (Alday, 2010).
Tabla I.2: Estimación de las pérdidas debidas a algunas enfermedades víricas en 








Antes del 1990 Más de 10 millones
Europa 
Occidental
Virus de la septicemia 
hemorrágica vírica
Anualmente 60 millones
China Virus de la mancha blanca 1993 250 millones
India Virus de la mancha blanca 1994-1995 17,6 millones
Malasia Virus de la mancha blanca 1995-1999 25 millones
Bangladesh Virus de la mancha blanca 1995 10 millones
Tailandia Virus de la mancha blanca
1996 210-250 millones
1997 600 millones
Ecuador Virus de la mancha blanca
1999 280,5 millones
2000 400 millones
Uno de los agentes causantes de pérdidas económicas en la 
industria acuícola marina, tanto a nivel mundial como en nuestro país, 
es la bacteria Photobacterium damselae subsp. damselae. Este 
patógeno es responsable de un tipo de vibriosis (Fouz et al., 1992; 
Labella et al., 2010a), que ha afectado en años anteriores a 
piscifactorías de diversas partes de España. Además, dada la 
capacidad de este microorganismo para causar enfermedades 
infecciosas en el ser humano, se debe prestar mucha atención en el 
manejo de animales enfermos o de vida libre, previniendo posibles 
heridas en la piel y la consecuente infección de la herida. Este 
patógeno marino, ha sido aislado de especies de peces de gran peso en 
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las producciones acuícolas españolas (Fig. I.4), como el rodaballo en 
Galicia (Scophthalmus maximus; Fouz et al., 1991; Fouz et al., 1992), 
la lubina en la costa del Mediterráneo cercana a Valencia 
(Dicentratchus labrax; Botella et al., 2002; Labella et al., 2010a), la 
dorada en el Mediterráneo (Sparus aurata; Vera et al., 1991; Botella 
et al., 2002; Pujalte et al., 2003; Labella et al., 2010a), así como 
diversas especies de reciente introducción como el pargo en granjas 
del sur de España (Pagrus auriga; Labella et al., 2006; García-Rosado 
et al., 2007), el dentón común (Dentex dentex; Company et al., 1999) 
y el sargo en el Mediterráneo (Diplodus sargus; García-Rosado et al., 
2007).  
Asimismo, ha sido documentado su aislamiento en peces 
cultivados en diversas partes del planeta: truchas arcoíris en 
Dinamarca (Oncorhynchus mykiss; Pedersen et al., 1997; Pedersen et 
al., 2009), anguilas en Australia (Anguilla reinhardtii, Ketterer & 
Eaves, 1992), percas gigantes en Tailandia o en Tahiti (Lates 
calcarifer; Renault et al., 1994; Kanchanopas‐Barnette et al., 2009), 
una especie de lenguado (Cynoglossus semilaevis; Zhang et al., 2011), 
y la palometa blanca (Trachinotus ovatus; Zhao et al., 2009) en China. 
Recientemente, P. damselae subsp. damselae ha sido aislada de 
cultivos de lubinas y doradas de las costas egipcia (Abdel-Aziz et al., 
2013) y tunecina (Khouadja et al., 2014); así como de lubinas 
moribundas cultivadas en el Mar Negro turco, coincidiendo con 
temperaturas del agua cercanas o por encima a los 24 °C (Uzun & 
Ogut, 2015). Igualmente, este patógeno ha sido encontrado en 
diversos peces de captura sintomáticos en el Golfo Pérsico 
(Hassanzadeh et al., 2015), y más recientemente, en cobias cultivadas 
en India (Sharma et al., 2017). 
 
Fig. I.4: Ejemplo de especies de peces de cultivo afectadas por P. damselae subsp. 
damselae en España. 
Sparus aurata Scophthalmus maximusPagrus auriga
Dicentrarchus labrax Dentex dentex Diplodus sargus
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La presencia de P. damselae subsp. damselae en el medio marino, 
junto con su amplia gama de hospedadores (Fouz et al., 1992), la 
elevada virulencia que demuestra, la aparición de aislamientos de este 
patógeno en peces cultivados, y el notable aumento en su distribución 
geográfica durante los últimos años, causando brotes en países donde 
nunca se había aislado con anterioridad, hacen que esta bacteria 
represente una amenaza significativa para los sistemas acuícolas. 
Debido a esto, este microorganismo es considerado actualmente como 
un patógeno emergente de origen multiclonal en acuicultura marina 
(Rodgers & Furones, 1998; Labella et al., 2011; Terceti et al., 2016). 
Esta bacteria será el objeto de estudio en el presente trabajo.
1.3. ¿QUIÉN ES PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE?
Photobacterium damselae, es una eubacteria marina Gram 
negativa que se incluye en la familia Vibrionaceae, perteneciente al 
phyllum Proteobacteria (Gauthier et al.,
1995). Se divide en dos subespecies, P. damselae subsp. damselae y
P. damselae subsp. piscicida (Fig. I.5). Anteriormente estas 
subespecies eran denominadas Vibrio damsela y Pasteurella piscicida,
respectivamente, de modo que se clasificaban en dos familias 
diferentes (Vibrionaceae y Pasteurellaceae), dato que pone de 
manifiesto el amplio rango de características fenotípicas diferenciales 
entre ambas. Sin embargo, Gauthier et al. (1995), a partir de la 
secuenciación del gen del ARN ribosómico 16S y de ensayos de 
hibridación ADN-ADN, demostraron que Vibrio damsela y
Pasteurella piscicida eran miembros de una misma especie. 
Fig. I.5: Fotografía mediante microscopía electrónica de transmisión de P.
damselae subespecie damselae y P. damselae subespecie piscicida.
P. damselae subsp. damselae P. damselae subsp. piscicida
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1.3.1.Posición taxonómica de P. damselae subsp. damselae
Photobacterium damselae subsp. damselae fue aislado por 
primera vez en el año 1981 a partir de lesiones ulcerosas en la piel de 
un pez ángel salvaje (Chromis punctipinnis), siendo asignado al 
género Vibrio (familia Vibrionaceae) bajo el nombre de Vibrio
damsela (Love et al., 1981). Años más tarde, MacDonell & Colwell 
(1984) realizaron un estudio filogenético comparando el gen 
ribosómico 5S de 31 cepas pertenecientes a la familia Vibrionaceae,
con las 11 secuencias de ARNr 5S publicadas hasta aquel momento, 
proponiendo una reestructuración de la familia y llegando a crear el 
nuevo género Listonella, al que pertenecerían V. damsela y V.
anguillarum, que pasarían a denominarse Listonella damsela y L.
anguillara, respectivamente. Este trabajo no dejó de ser controvertido 
al haberse incluido en él pocas secuencias de ARNr 5S de especies 
pertenecientes al género Vibrio. Sería en 1991, cuando un estudio 
comparativo de las características fenotípicas de distintas especies del 
género Photobacterium, como la ausencia de vaina flagelar o la 
acumulación de PH -hidroxibutirato) durante el crecimiento, 
llevó a la reasignación de Listonella damsela al género 
Photobacterium, pasando a ser denominada Photobacterium damsela
(Smith et al., 1991).
Con respecto a Photobacterium damselae subsp. piscicida, agente
causal de la pasteurelosis, su posición taxonómica ha sido objeto 
constante de controversia. Inicialmente Snieszko et al. (1964) la 
situaron dentro del género Pasteurella, en base a sus características 
morfológicas y bioquímicas, a pesar de ser la única bacteria marina 
perteneciente a este género así como de no ser capaz de reducir 
nitratos y presentar tolerancia a valores de temperatura y pH inusuales 
para miembros de dicho género. Más tarde en 1968, Janssen y 
Surgalla le otorgaron a este microorganismo el carácter de especie 
propia, Pasteurella piscicida, ya que hallaron suficientes diferencias 
en propiedades fisiológicas y serológicas con respecto a especies del 
mismo género. Por otro lado, estudios filogenéticos de la familia 
Pasteurellaceae ya mencionaban una posible incorporación de este 
especie a la familia Vibrionaceae (De Ley et al., 1990), aunque no 
sería hasta 1995, cuando un estudio comparativo de la secuencia del 
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ARNr 16S de Pasteurella piscicida con secuencias de especies de los 
géneros Photobacterium y Vibrio, incorporase definitivamente 
Pasteurella piscicida a la familia Vibrionaceae (Gauthier et al., 1995).
Finalmente, debido al elevado nivel de similitud (80%) observado 
en la hibridación ADN-ADN entre Pasteurella piscicida y
Photobacterium damsela, se las consideró como dos subespecies 
pertenecientes a una misma especie que se denominó Photobacterium
damselae, quedando renombradas como Photobacterium damselae
subsp. piscicida y Photobacterium damselae subsp. damselae,
respectivamente (Gauthier et al., 1995).
1.3.2.Características bioquímicas y morfológicas de P. 
damselae subsp. damselae
Desde el punto de vista morfológico, P. damselae subsp.
damselae presenta forma bacilar (0,3-0,5 x 1,4-
flagelo polar monotrico (Fig. I.5). Todos los miembros del género 
Photobacterium son móviles, excepto P. damselae subsp. piscicida,
siendo ésta una de las características fenotípicas diferenciales entre las 
dos subespecies (Tabla I.3).
Bioquímicamente, P. damselae subsp. damselae se caracteriza por 
ser una bacteria oxidasa positiva, anaerobia facultativa, sensible al 
agente vibriostático 0/129 (2,4–diamino-6,7-diisopropil fosfato de 
pteridina), que crece en el medio diferencial para vibrios TCBS 
(Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa), y es positiva para las pruebas de 
rojo de metilo y Voges-Proskauer. Además, es positiva para la 
descarboxilación de arginina y negativa para la descarboxilación de 
lisina y ornitina (Fig. I.6). Es capaz de fermentar maltosa, manosa y 
D-glucosa, estando asociada a ésta última la producción de gas. 
Muestra requerimiento estricto de NaCl, alcanzando tolerancia de 
hasta el 6, e incluso el 8% (Fouz et al., 1992; Abdel-Aziz et al., 2013; 
Wu et al., 2006). Presenta unos rangos de temperatura de crecimiento 
amplios, que van desde los 12 °C a los 37 °C, rango que disminuye en 
la subsp. piscicida, cuyas temperaturas de crecimiento oscilan entre 
los 15 y 30 °C. Cabe destacar que un estudio de Botella et al. (2002), 
reveló la capacidad de varias cepas de P. damselae subsp. damselae
aisladas de lubinas y doradas de crecer a 4 y 40 °C.




Fig. I.6: Resultado de la identificación bioquímica de la cepa LD-07 de 
Photobacterium damselae subsp. damselae utilizando el sistema API 20E. 
Desde el punto de vista serológico, a pesar de las homologías 
halladas por Smith et al. (1991) y Fouz et al. (1992), los estudios de 
Fouz et al. (1997) mostraron la elevada diversidad serológica de esta 
bacteria marina, confirmando la presencia de cuatro serogrupos 
diferentes, así como de distintos patrones de proteínas de membrana 
con masas moleculares que oscilaban entre 20 y 90 KDa. 
Con respecto a las actividades enzimáticas, esta bacteria sintetiza 
toda una serie de enzimas degradativas, tales como: lipasa, amilasa, 
ureasa, quitinasa, fosfolipasa, condroitinasa, hialuronidasa y 
hemolisinas. También se llegó a detectar actividad acetilcolinesterasa 
en la cepa tipo CIP 102761 (Pérez et al., 1998). Es necesario resaltar 
que los valores de estas actividades no son los mismos en todas las 
cepas, estando incluso ausentes, una o varias de ellas, en algunos de 
los aislados. Actividades enzimáticas que son variables dependiendo 
de la cepa son: gelatinasa (Grimes et al., 1984a; Vera et al., 1991; 
Song et al., 1993; Fouz et al., 1993; Pedersen et al., 1997; Labella et 
al., 2010a; Zhang et al., 2011), lipasa (Pedersen et al., 1997; Pedersen 
et al., 2009; Labella et al., 2010a; Zhang et al., 2011), amilasa 
(Labella et al., 2010a) y ureasa (Thyssen et al., 1998; Botella et al., 
2002). Incluso se han detectado un par de cepas con actividad 
caseinasa, carácter considerado como negativo para esta especie 
(Khouadja et al., 2014). Esta variabilidad genética está apoyada por 
- + - - - - + - - + +- - - - - - - - - +
2 0 1 5 0 0 4





los análisis realizados mediante técnicas como AFLP, que dio como 
resultado 24 perfiles distintos en 33 cepas estudiadas, con un 45% de 
similitud (Botella et al., 2002); y por estudios de tipificación basados 
en técnicas de PCR empleadas en los estudios epidemiológicos, como 
RAPD, ERIC-PCR y REP-PCR (Labella et al., 2010b).
Como ya se ha mencionado anteriormente, P. damselae subsp.
damselae manifiesta con respecto a la subespecie piscicida,
diferencias fenotípicas importantes a la hora de distinguir entre las dos 
subespecies (Tabla I.3). Destacan la motilidad flagelar, la actividad 
ureasa, la hemólisis de eritrocitos de cordero, y la capacidad de crecer 
a 37 °C, características todas ellas positivas solo en la subespecie
damselae.
Tabla I.3: Principales caracteres fenotípicos diferenciales entre Photobacterium
damselae subsp. damselae y Photobacterium damselae subsp. piscicida. (V)
color verde en medio TCBS.
Carácter P. damselae subsp.damselae
P. damselae subsp. 
piscicida
Movilidad + -
Nitrato reductasa + -
Tinción bipolar - +




Crecimiento en TCBS + (v) -
Crecimiento en 5% de NaCl + -
Producción de ácido de 
maltosa + -
Crecimiento a 37 °C + -
Diversidad serológica Sí No
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1.4. LA PATOGENICIDAD DE PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP. 
DAMSELAE 
Definimos patogenicidad como la propiedad variable de un 
patógeno (microbio capaz de causar daño a un hospedador), que puede 
ser modulada por la susceptibilidad y resistencia del hospedador, así 
como por el contexto y naturaleza de la interacción hospedador-
microorganismo, 
causando como resultado 
daño al hospedador 
(Casadevall & Pirofski, 
1999). La patogenicidad 
suele ser una característica 
multifactorial que implica 
una interacción compleja 
entre el hospedador y el 
patógeno (Fig. I.7). Varios 
factores del hospedador, 
incluyendo edad, sexo y 
estado del sistema 
inmune, afectan al 
resultado de la interacción 
hospedador-patógeno 
(Bouzid et al., 2013). Además, es necesario tener en cuenta que las 
características genotípicas y fenotípicas del patógeno también definen 
la diversidad intrínseca en la patogenicidad de los aislados (Fig. I.7).  
Como ya se ha mencionado con anterioridad, Photobacterium 
damselae subsp. damselae es una bacteria marina ampliamente 
distribuida en todo el mundo, considerada como patógeno primario de 
una gran variedad de especies marinas de vida libre o de acuicultura. 
Además, esta especie ha sido aislada de varios ambientes tales como 
estuarios, agua de mar, sedimentos y animales acuáticos sanos (Buck, 
1990; Ghinsberg et al., 1995). Este microorganismo puede sobrevivir 
en agua de mar y en los sedimentos durante largo tiempo, 
manteniendo su infectividad y propiedades patogénicas intactas 
(Ghinsberg et al., 1995; Fouz et al., 1998; Fouz et al., 2000). De 
hecho, se ha demostrado que las cepas virulentas de P. damselae 
 
Fig. I.7: Diagrama de Venn que muestra las 
interacciones que facilitan el inicio de un 
proceso infeccioso. Gráfico elaborado a partir 
de la información disponible en Méthot & 
Alizon (2014). 
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subsp. damselae pueden sobrevivir en condiciones de inanición en el 
agua de mar durante periodos prolongados de tiempo, y aún así 
mantener su infectividad para peces (Fouz et al., 1998), hecho por el 
que se considera que el ecosistema acuático actúa de reservorio, tanto 
de las cepas virulentas como de las avirulentas (Fouz et al., 1998). 
Generalmente, los brotes infecciosos ocasionados por este 
patógeno presentan una distribución estacional coincidiendo con las 
épocas de mayor temperatura del agua de mar, y con una menor 
resistencia del sistema inmune del hospedador (a causa de los cambios 
fisiológicos que experimentan durante su madurez sexual) (Austin, 
2010), siendo más abundantes estos brotes durante los meses de 
verano (Alvarez et al., 2006). Los resultados de las infecciones 
experimentales por inmersión, demostraron que este patógeno infecta 
anguilas y rodaballos a través del agua, induciendo una enfermedad 
mortal en ellos cuando la temperatura del agua supera los 22 ºC (Fouz 
et al., 2000). Estos resultados están en consonancia con los datos de 
campo, ya que los brotes epizoóticos se produjeron después de un 
aumento de temperatura de 22 a 25 °C (Fouz et al., 1992), apoyando 
la hipótesis de una distribución estacional de la incidencia natural de 
la enfermedad, coincidiendo con temperaturas cálidas (Love et al.,
1981, Fouz et al., 1992; Ghinsberg et al., 1995). Hay datos publicados 
que indican que esta forma de propagación (a través del agua) depende 
de la temperatura y la salinidad del medio, y que los brotes ocurren 
con más frecuencia en aguas saladas con temperaturas que oscilan 
entre los 22 y 25 °C (Fouz et al., 2000). Debido al incremento de la 
temperatura media de los océanos, como consecuencia del 
calentamiento global que está experimentando nuestro planeta, es 
posible llegar a registrar en un futuro un aumento en el número de 
casos infecciosos producidos por este patógeno.
1.4.1.P. damselae subsp. damselae como patógeno de animales 
poiquilotermos
P. damselae subsp. damselae fue aislado por primera vez en 1981, 
a partir de úlceras en la piel de un pez ángel (Chromis punctipinnis) en 
las aguas templadas del sur de California (Love et al., 1981). Como se 
ha indicado anteriormente, con el paso de los años, han sido 
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numerosas las cepas de este microorganismo aisladas no solo de 
animales de cultivo, sino también de diversos animales marinos de 
vida libre o en cautividad. Ejemplos son, reptiles como la tortuga laúd 
(Dermochelys coriacea; Obendorf et al., 1987), moluscos como el 
pulpo (Octopus joubini; Hanlon et al., 1984) y bivalvos (García Cortés 
& Antillon, 1990), el tiburón nodriza (Orectolobus ornatus; Pedersen 
et al., 1997), u otras especies de tiburón (Carcharhinus plumbeus,
Squalus acanthias; Grimes et al., 1984a, Grimes et al., 1984b) y rayas 
(Dasiatis pastinaca; Pedersen et al., 1997). Incluso es patógena para 
crustáceos como los langostinos (Penaeus monodon; Song et al.,
1993; Vaseeharan et al., 2007; Liu et al., 2016). Además, numerosas 
cepas han sido aisladas de animales marinos aparentemente sanos, 
como diversas especies de peces (Serracca et al., 2011; Chiu et al.,
2013) o bivalvos (Lozano-León et al. 2003). Por otro lado, P. 
damselae subsp. damselae se considera un miembro común de la 
microbiota natural de algunas especies de tiburones (Grimes et al.,
1985). 
La ruta de entrada de P. damselae subsp. damselae en el 
hospedador está poco clara. Hay pruebas sólidas de que las lesiones 
cutáneas preceden las infecciones de dicho patógeno (Rivas et al.,
2013a), empleando la piel como zona de entrada, ya que puede resistir 
la acción bactericida del mucus de la misma y adherirse a él (Fouz et 
al., 2000). Curiosamente, gracias a estudios experimentales de 
infección, se sabe que las cepas virulentas por vía intraperitoneal son 
también infecciosas a través del agua (Fouz et al., 2000). 
Los signos externos más destacables que ocasiona P. damselae 
subsp. damselae en peces son: presencia de hemorragias alrededor de 
la boca, ano, ojos y en la base de las aletas, distensión abdominal, y en 
algunos casos presencia de úlceras cutáneas (Fig. I.8). Con respecto a 
los signos internos, lo común es observar acumulación de líquido 
ascítico en la cavidad peritoneal y, en algunos casos, hígado con 
apariencia pálida y abundantes petequias hemorrágicas (Fouz et al.,
1991; Fouz et al., 1992). Además, los signos clínicos observados tras 
la inyección experimental en peces, tanto de células bacterianas vivas 
como de sus productos extracelulares (Fouz et al., 1992; Fouz et al.,
1993), son similares a los descritos en la enfermedad natural causada 
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por este microorganismo en rodaballo (Fouz et al., 1992). De este 
resultado se puede extraer la conclusión de que, si bien algunos de los 
cambios observados en los órganos internos puedan atribuirse a daños 
mecánicos (causados por las bacterias durante la invasión y 
proliferación), los principales agentes de los cambios histológicos 
producidos por P. damselae subsp. damselae en rodaballo, son las 
toxinas secretadas (Fouz et al., 1995). 
 
Fig. I.8: Signos externos e internos en dorada (A) y lubina (B) por una infección de 
P. damselae subsp. damselae. Se indican hemorragias alrededor de la boca, ojo, 
opérculo, aletas, hígado y musculatura interna.  
 
1.4.2. P. damselae subsp. damselae como patógeno de animales 
homeotermos 
Tal y como ya se ha comentado, Photobacterium damselae subsp. 
damselae es capaz de crecer a una temperatura de 37 °C, hecho que se 
refleja en la capacidad de este microorganismo para afectar a especies 
homeotermas, tales como ballenas (Balaenoptera edeni; Buck et al., 
1991) y delfines (Tursiops truncatus, Delphinus delphis y Stenella 
coeruleoalba; Fujioka et al., 1988; Casalone et al., 2014). Incluso se 
ha llegado a aislar de delfines aparentemente sanos (Tursiops 
truncatus; Buck et al., 2006). 
Es necesario resaltar que esta bacteria marina también es capaz de 
infectar al ser humano. Este patógeno fue aislado por primera vez 
(A)
(B)
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como agente causal de un caso infeccioso registrado en seres 
humanos, en 1971 (Morris et al., 1982). La mayoría de las infecciones 
por P. damselae subsp. damselae en seres humanos, tienen su origen 
primario en heridas expuestas a agua de mar o salobre, infligidas 
durante el manejo de pescado o por aparejos de pesca (Tabla I.4). 
También se ha dado algún caso por infección después de la ingesta de 
marisco crudo (Kim et al., 2009a), por exposición al agua de mar a 
través del tracto urinario (Alvarez et al., 2006), o por heridas 
ocasionadas por la quilla de un barco (Hundenborn et al., 2013). 
En seres humanos, P. damselae subsp. damselae puede causar una 
variante extrema de fascitis necrotizante severa, llegando a ser la 
administración de antibióticos un tratamiento incapaz de controlar la 
progresión de la infección, resultando mortal en algunos casos (Tabla 
I.4). Algunos autores, apuestan por la amputación de la extremidad 
afectada, como tratamiento eficaz para la supervivencia de los 
pacientes en estadíos tempranos de la infección (Goodell et al., 2004) 
(Fig. I.9). Aunque se han detectado casos en pacientes completamente 
sanos, gran parte de los cuadros clínicos causados por este patógeno 
tienen lugar en pacientes que presentan algún tipo de enfermedad 
(diabetes, cirrosis o afecciones cardiacas) (Tabla 4.1). Destaca el 
hecho de que la mayoría de los casos hayan ocurrido en áreas costeras 




Fig. I.9: Lesiones externas de casos clínicos humanos causados por P. damselae 
subsp. damselae. Fotografías procedentes de Nakamura et al. (2008) (con permiso 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.5. FACTORES DE VIRULENCIA DESCRITOS ACTUALMENTE EN 
PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE
La visión tradicional de la evolución de la virulencia, considera la 
interacción entre las bacterias patógenas y sus hospedadores 
pluricelulares como la principal fuerza impulsora para desarrollar 
rasgos de virulencia que confieren ventajas adaptativas para la 
transmisión o el crecimiento bacteriano durante la infección. Sin 
embargo, las bacterias han existido durante más de 3.000 millones de 
años y se han adaptado a una enorme diversidad de ambientes, mucho 
antes de que aparecieran organismos pluricelulares, hace unos 600 
millones de años. Por lo tanto, para los patógenos bacterianos que 
tienen un estado de vida libre, la selección de rasgos asociados con la 
virulencia puede haber ocurrido en ambientes diferentes al de la 
infección, si proporcionan una ventaja para la supervivencia en su 
entorno natural de manera que la virulencia para organismos 
multicelulares podría ser una coincidencia (Flores-Díaz et al., 2016).
La virulencia es el grado o medida de patogenicidad que tienen 
los microorganismos (Casadevall & Pirofski, 2001). La virulencia de 
una bacteria viene determinada, en parte, por la posesión de diferentes 
factores de virulencia. Los factores de virulencia son características 
genéticas, bioquímicas o estructurales, que le permiten a un organismo 
producir enfermedad en un hospedador (Fig. I.10). Los factores de 
virulencia están implicados en la adhesión, colonización, invasión y 
evasión del sistema inmune del hospedador. La expresión en mayor o 
menor grado de los diferentes factores de virulencia, determina la 
variabilidad entre cepas y la mayor o menor virulencia de una cepa 
concreta, por lo que puede considerarse la virulencia como un carácter 
cuantitativo. 
Podemos considerar factores de virulencia requeridos, aquellos 
que confieren capacidad para causar enfermedad (por ejemplo, toxinas 
y cápsula), y por tanto sirven para discriminar patógenos de no 
patógenos. Por el contrario, los factores de virulencia contributivos, 
(proteasas y lipasas), son aquellos que modifican la magnitud y 
extensión de la enfermedad (Casadevall & Pirofski, 2001). Por otro 
lado, también podemos clasificar los factores de virulencia en: 




hospedador (flagelo, sistemas de captación de hierro, enzimas 
proteolíticas y lipolíticas, componentes de la cápsula y superficie 
celular, factores de adherencia, colonización e invasión); y aquellos 
que causan un daño directo a las células del organismo hospedador 
(exotoxinas) (Salyers & Whitt, 1994). Los factores de virulencia 
bacterianos pueden estar codificados en el cromosoma, en ADN de 
bacteriófagos, en plásmidos o en islas de patogenicidad (Peterson, 
1996). A continuación resumiremos los principales factores de 
virulencia descritos hasta la fecha en el patógeno marino 
Photobacterium damselae subsp. damselae. 
 
Fig. I.10: Factores de virulencia presentes en la mayoría de las bacterias patógenas 
Gram negativas. 
 
1.5.1. Sistemas de adquisición de hierro  
Uno de los factores demostrados que aumenta la virulencia para 
peces y mamíferos de P. damselae subsp. damselae, es la 
disponibilidad de hierro (Fouz et al., 1994; Rivas et al., 2013a). El 
hierro es un nutriente esencial para la mayoría de los organismos 
vivos, incluyendo las bacterias, dado que actúa como regulador de 
muchos procesos celulares, metabólicos y biosintéticos (Saha et al., 
2013). Aunque es uno de los elementos más abundantes en la Tierra, 
en condiciones aerobias y pH neutro como los hábitats marinos la 
biodisponibilidad del hierro es escasa, ya que se encuentra 
principalmente en la forma férrica oxidada (Fe3+) insoluble. Además, 



















reducción parcial del oxígeno a radicales hidroxilo que son deletéreos. 
Por lo tanto, no hay prácticamente hierro libre en los organismos, 
estando su homeostasis estrictamente controlada en estos últimos 
(Wandersman & Delepelaire, 2004). Asimismo, en los vertebrados, la 
reducción de la disponibilidad de hierro es uno de los mecanismos de 
defensa inmune no específicos contra patógenos microbianos (Ganz & 
Nemeth, 2015). Por consiguiente, la limitación excesiva de hierro, 
constituye uno de los signos que detecta un patógeno cuando inicia la 
colonización de un hospedador (Cassat & Skaar, 2013).
Por consiguiente, para sobrevivir dentro de un hospedador, la 
mayoría de las bacterias patógenas han desarrollado sofisticados 
mecanismos para obtener hierro de los tejidos del mismo, mecanismos 
que se reconocen como factores esenciales de virulencia. Las 
estrategias para la adquisición de hierro más extendidas entre las 
bacterias patógenas son la captación del grupo hemo y la producción 
de sideróforos (Saha et al. 2013; Ellermann & Arthur, 2017). Los 
sideróforos son compuestos quelantes de hierro de bajo peso 
molecular, que pueden solubilizar el hierro o eliminarlo de otros 
quelantes, y transportarlo a la célula a través de las correspondientes 
proteínas receptoras de membrana. Algunas bacterias no solo 
producen sus propios sideróforos, sino que también expresan 
receptores capaces de transportar xenosideróforos producidos por 
otros organismos (Cornelis & Andrews, 2010).
Trabajos previos han demostrado que todas las cepas de P. 
damselae subsp. damselae eran capaces de utilizar hemoglobina y 
citrato de amonio férrico como fuentes únicas de hierro (Fouz et al.,
1994). Además, se ha evidenciado que todos los aislados de esta 
bacteria produjeron algún tipo de sideróforo cuando crecían en 
condiciones deficitarias de hierro (Fouz et al., 1994; Fouz et al.,
1997). Sería en el año 2005, cuando a partir de un aislado humano de 
P. damselae subsp. damselae, se obtuvo la secuencia completa de 10 
genes responsables de codificar un sistema de captación del grupo 
hemo: las proteínas HutZ, HutX y HutW, los tres componentes del 
sistema TonB: TonB, ExbB y ExbD, los componentes del 
transportador ABC: HutBCD y el receptor de membrana HutA. Se 




coli confería a esta especie la habilidad de emplear hemoglobina y 
hemina como fuentes de hierro (Rio et al., 2005). Por lo tanto, P. 
damselae subsp. damselae posee receptores que le permiten captar 
hierro a partir del grupo hemo. También se ha demostrado que las 
cepas no degradan proteolíticamente la hemoglobina, sino que captan 
el grupo hemo directamente por interacción célula-Hb (Fouz et al.,
1997). Además, dado que este patógeno presenta la capacidad de 
producir hemolisinas en condiciones de exceso de hierro, éstas le
proporcionarían una fuente adicional de hemoglobina en medios con 
sangre. Este dato podría estar relacionado con la expresión de un 
receptor de grupo hemo tanto en condiciones de déficit de hierro como 
de exceso del mismo (Fouz et al., 1994). Asimismo, se ha demostrado 
la presencia del gen del receptor del grupo hemo hutA, en aislados 
procedentes de peces y humanos, y que la identidad de las secuencias 
nucleotídicas entre los operones de captación del grupo hemo en las 
subsp. damselae y subsp. piscicida es del 97% (Rio et al., 2005). 
Aunque no se han realizado estudios funcionales con los genes de 
captación del grupo hemo en P. damselae subsp. damselae, sí se ha 
manifestado que esos genes son esenciales para la utilización del 
grupo hemo en la subespecie piscicida, y que dos genes del 
transportador ABC de hemina se expresaban durante el proceso 
infeccioso en peces (Osorio et al., 2010). Anteriormente, ensayos de 
virulencia realizados en animales a los que se les había inyectado 
previamente una fuente de hierro, ya habían demostrado un aumento 
en la susceptibilidad de peces y ratones a la infección por este 
patógeno, indicando que el hierro es importante para que este 
patógeno marino pueda establecer una infección en un organismo 
hospedador (Fouz et al., 1994).
Con respecto a la síntesis de sideróforos por parte de P. damselae 
subsp. damselae, a raíz de los primeros estudios se sugirió la 
producción de un sideróforo de tipo hidroxamato (Fouz et al., 1997). 
Esto era debido a la capacidad que expresaba esta subespecie de 
promover el crecimiento de cepas indicadoras deficientes en la síntesis 
de hidroxamatos (Fouz et al., 1997). Por otra parte, los ensayos de 
inducción de proteínas de membrana en medios con déficit de hierro, 
mostraron la presencia de tres proteínas reprimidas por hierro que 
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podrían estar implicadas en el sistema de captación del sideróforo 
(Fouz et al., 1997). Trabajos recientes han demostrado que algunas 
cepas de P. damselae subsp. damselae son capaces de sintetizar bajo 
condiciones limitantes de hierro vibrioferrina como sideróforo, cuyos 
genes de síntesis y transporte (síntesis: pvsABCDE; transporte: psuA-
pvuABCDE) se localizan en una isla genómica adquirida por 
transferencia horizontal (Puentes et al., 2017; Balado et al., 2017a). 
Un hecho curioso, es que la mayoría de las cepas de este 
microorganismo liberan citrato endógeno al medio extracelular en 
respuesta a la limitación de hierro (Balado et al., 2017a). Si bien es 
cierto que, actualmente la producción de otros compuestos a base de 
citrato o de otras moléculas con actividad siderófora no puede 
descartarse del todo, los últimos resultados sugieren que el citrato 
endógeno, además de formar parte de la molécula de algunos 
sideróforos, puede ser utilizado por sí mismo para la absorción de 
hierro por parte de P. damselae subsp. damselae (Balado et al.,
2017a).
1.5.2.Citotoxinas con actividad hemolítica: la damselisina Dly 
y las toxinas formadoras de poro PhlyP y PhlyC
Sería en el año 1984, cuando Kreger establecería una correlación 
entre la capacidad de diferentes aislados de P. damselae subsp.
damselae de producir in vitro grandes cantidades de una citolisina, y 
su capacidad para infectar ratones (Kreger, 1984). Se observó que esta 
citolisina presentaba actividad hemolítica frente a la sangre de 16 
especies de animales poiquilotermos y homeotermos, resultando ser 
más activa frente a eritrocitos de rata y ratón (Kreger, 1984). Además, 
la cantidad producida de esta toxina era variable, siendo cinco de los 
diecinueve aislados a ensayar, los que mostraban valores 
sensiblemente más altos y dosis letales más bajas para ratones 
(Kreger, 1984).
Un año más tarde, a partir de una fracción purificada se determinó 
que esta citolisina poseía un peso molecular de 69 KDa (Kothary & 
Kreger, 1985), siendo esta fracción además, más activa frente a 
eritrocitos de ratón, resultado coincidente con lo observado por los 




fracciones menos purificadas, solo era activa frente a eritrocitos de 
cuatro especies animales, lo que ponía de manifiesto la presencia de 
otras enzimas con actividad hemolítica (Kothary & Kreger, 1985). 
Esta teoría estaba apoyada además por los resultados obtenidos 
mediante isoelectroenfoque de capa fina, que revelaron la presencia de 
tres bandas, una mayoritaria y dos minoritarias, que posteriormente 
mostraron ser hemolíticamente activas (Kothary & Kreger, 1985).
Los primeros pasos para la caracterización de esta citolisina se 
llevarían a cabo en 1987 por el trabajo de Kreger y colaboradores. Los 
autores denominaron damselisina (Dly) a la citolisina de P. damselae 
subsp. damselae, una toxina hemolíticamente activa con actividad 
fosfolipasa D frente a esfingomielina, fosfatidilcolina y 
fosfatidiletanolamina (Kreger et al., 1987; Daniel et al., 1988). Al 
igual que otras esfingomielinasas, Dly actuaba de modo sinérgico con 
la delta-toxina de Staphylococcus aureus frente a eritrocitos de oveja, 
potenciando el efecto hemolítico de la delta-toxina de esta última al 
eliminar las cabezas polares de colina de la esfingomielina (Kreger et 
al., 1987), lo que constituye la primera evidencia de que Dly puede 
actuar sinérgicamente con hemolisinas producidas por otras células. 
Posteriormente, Cutter y Kreger (1990) descartarían que el gen de la 
damselisina (dly) estuviese en un plásmido, y propusieron que 
formaba parte de un profago, ya que las cepas de P. damselae subsp.
damselae más hemolíticas perdían dicho gen de manera espontánea, 
reduciéndose sensiblemente la hemólisis. Así que a pesar de que dly
fue clonado y expresado en E. coli, su contexto genético era 
desconocido (Cutter & Kreger, 1990).
Estos mismos autores hallaron un hecho relevante para el 
conocimiento de la actividad hemolítica en este patógeno. Gracias a 
estudios de hibridación de ADN mediante Southern blot, se reveló la 
presencia del gen dly en las cepas que presentaban valores más altos 
de actividad hemolítica (Cutter & Kreger, 1990). Fouz et al. (1993) 
pondría de manifiesto también la variabilidad de la capacidad 
hemolítica de diversas cepas este microorganismo. Asimismo,
investigaciones realizadas por Osorio et al. (2000a) informarían de 
otros hechos significativos: i) la existencia de cepas hemolíticas de P. 
damselae subsp. damselae carentes del gen dly (lo que sugirió que la 
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actividad hemolítica de este patógeno no solo residía en la 
damselisina); y ii) la capacidad de esas cepas de desencadenar una 
patología en peces y ratones (Osorio et al., 2000a). Posteriormente se 
demostraría además, que cepas negativas para dly eran tóxicas para 
líneas celulares homeotermas y poiquilotermas (Labella et al., 2010a). 
A pesar de estos últimos descubrimientos, durante años, la 
damselisina fue considerada como uno de los principales factores de 
virulencia de P. damselae subsp. damselae debido a su capacidad 
hemolítica y fosfolipasa (Osorio et al., 2000a).
Durante décadas el contexto genómico del gen dly permaneció en 
el más absoluto desconocimiento. No sería hasta el año 2011, cuando 
Rivas et al. identificarían un plásmido de 150 Kb, denominado 
pPHDD1 (Fig. I.11). Este elemento móvil estaba presente tanto en 
aislados de peces como de humanos. La caracterización de pPHDD1 
revelaría la predicción de 171 ORFs (Open Reading Frame; marco de 
lectura abierto) y la distinción de cinco módulos de genes: un módulo 
de replicación (genes rep), un módulo de partición (genes par), un 
módulo de conjugación (genes tra), un módulo de adherencia (genes 
tad, tight adherence) y por último, un módulo de hemólisis constituido 
no solo por el gen dly sino también por el gen de una hemolisina 
formadora de poro que se denominó inicialmente hlyApl (Rivas et al.,
2011). Años más tarde, la toxina formadora de poro HlyApl sería 
renombrada como fobalisina P (PhlyP), acrónimo que significa “lisina 
de Photobacterium codificada en plásmido”. PhlyP es una toxina con 
actividad hemolítica que forma poros de membrana en las células 
diana, causando una salida de K+ y la entrada de colorantes vitales 
(Rivas et al., 2015a). Curiosamente, los genes de las toxinas Dly y 
PhlyP (VDA000159 y VDA000160, respectivamente) son contiguos 






Fig. I.11: Representación circular de pPHDD1. Se resalta módulos funcionales, 
inserciones de ADN específicas de la cepa RM-71 y origen de replicación (oriV). 
Señalamos en rojo los genes dly y hlyApl.  
 
Posteriormente, se demostró que todos los aislados de P. 
damselae subsp. damselae, independientemente de que albergasen 
pPHDD1, presentaban en su cromosoma I un gen codificante para una 
nueva toxina formadora de poro con capacidad hemolítica, el gen 
hlyAch (Rivas et al., 2013b; Rivas et al., 2014), poniéndose de 
manifiesto que la hemólisis producida por cepas carentes del plásmido 
era debida a esta toxina. El gen hlyAch codifica para la fobalisina C 
(PhlyC), toxina que comparte el 92% de identidad en secuencia 
aminoacídica con PhlyP (Rivas et al., 2014). Así que, en base a estos 
estudios, los aislados que albergan pPHDD1 producen tres 
hemolisinas diferentes (Dly, PhlyP y PhlyC), mientras que las cepas 
que no portan pPHDD1 solo sintetizan la hemolisina PhlyC.  
Estudios en profundidad de las características fenotípicas de las 
tres hemolisinas Dly, PhlyP y PhlyC (Rivas et al., 2011; Rivas et al., 








grande, moderado y pequeño) observados en los diferentes aislados de 
P. damselae subsp. damselae a lo largo de numerosos estudios
(Kreger, 1984; Clarridge & Zighelboim-Daum, 1985; Cutter & 
Kreger, 1990; Fouz et al., 1993; Labella et al., 2010a; Osorio et al.,
2000a; Rivas et al., 2011; Rivas et al., 2013b). De este modo, se 
demostró que: i) el fenotipo de halo hemolítico grande sería el 
resultado de la secreción de las tres hemolisinas y por el efecto 
sinérgico entre Dly y PhlyP/PhlyC; ii) el halo pequeño resulta de la 
secreción de PhlyC; y iii) los halos intermedios observados en cepas 
que contienen el plásmido pPHDD1, son posiblemente el resultado de 
mutaciones puntuales que afectan a la actividad de alguna de las tres 
hemolisinas (Rivas et al., 2011; Rivas et al., 2013b; Rivas et al.,
2014).
La sinergia entre Dly y PhlyP es mayor que la que existe entre 
Dly y PhlyC. Dly es incapaz por sí misma de producir hemólisis en 
sangre de oveja, pero es necesaria para producir efectos sinérgicos con 
cualquiera de las dos fobalisinas (PhlyP y PhlyC) en esta fuente de 
eritrocitos, lo que demuestra que al menos una de las dos toxinas 
formadoras de poro es necesaria y suficiente para producir hemólisis 
detectable en eritrocitos de oveja (Rivas et al., 2013b). Por el 
contrario, Dly sí lisa los eritrocitos de ratón y rodaballo (Rivas et al.,
2013b). Por su parte, las dos toxinas formadoras de poro, PhlyP y 
PhlyC, poseen la capacidad de lisar los eritrocitos de oveja, ratón y 
rodaballo por sí solas (Rivas et al., 2013b). En ensayos hemolíticos 
realizados con productos extracelulares bacterianos en eritrocitos de 
oveja, se demostraría que el fenotipo hemolítico producido por la 
acción conjunta de PhlyP y PhlyC constituía un fenómeno de adición 
pero no de sinergia, mientras que Dly actuaba de forma sinérgica con 
efecto CAMP con PhlyP y PhlyC, siendo el efecto sinérgico entre Dly 
y PhlyC el que contribuye a la virulencia de las cepas de P. damselae 
subsp. damselae portadoras del pPHDD1, y siendo Dly el principal 
contribuyente a la hemólisis en eritrocitos de rata, rodaballos y 
humano (Rivas et al., 2011; Rivas et al., 2013b). Con respecto al 
potencial patogénico, Rivas et al. (2013b) demostrarían que la 
virulencia para ratones de cepas portadoras de pPHDD1, reside 




virulencia en peces, los mismos autores concluirían que las dos 
toxinas formadoras de poro PhlyP y PhlyC por si solas no causan la 
muerte en rodaballos, sino que es necesaria la presencia de Dly (efecto 
sinérgico) o de la otra hemolisina (efecto aditivo) para causar el 
deceso. 
1.6. ¿EXISTEN OTROS FACTORES DE VIRULENCIA EN CEPAS DE P.
DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE NO PORTADORAS DEL PLÁSMIDO 
VIRULENTO PPHDD1?
La adaptabilidad a nuevas fuentes nutricionales es crucial para 
que una especie cambie de un macroambiente a un microambiente. La 
supervivencia en las condiciones limitadas de nutrientes de la columna 
de agua y los sedimentos marinos requiere que un organismo utilice 
eficientemente los nutrientes disponibles. Del mismo modo, la 
adaptación a los diversos entornos, como puede ser un hospedador, 
también requiere de la capacidad de cambiar de zonas pobres en 
nutrientes a ricas en nutrientes, y de vivir en libertar a vivir en 
condiciones asociadas con el hospedador. Igualmente, también se 
requiere que una especie pueda competir por los nutrientes con la 
microbiota residente (Boyd et al., 2015). El crecimiento y la 
proliferación de bacterias patógenas en un hospedador, son el 
resultado de todo un proceso multifactorial que depende, en gran 
medida, de la acción de enzimas proteolíticas y lipolíticas secretadas 
por el microorganismo (Travis et al., 1995; Roberts et al., 2013). En 
general, estas enzimas extracelulares, incluidas las de la familia 
Vibrionaceae, han sido consideradas como importantes factores de 
virulencia, ya que pueden interferir directamente con las funciones de 
las células del hospedador, o estar involucradas en el procesamiento 
de otros factores de virulencia bacterianos (Lee et al., 1998; 
Matsushita & Okabe, 2001; Frees et al., 2013; Zhang et al., 2015; 
Stehr et al., 2003; Bender & Flieger, 2010; Hausmann & Jaeger, 
2010). A pesar de que la histotoxicidad de las bacterias patógenas 
depende en gran medida de la producción de toxinas, se cree que las 
enzimas proteolíticas y lipolíticas desempeñan un papel clave en la 
colonización del hospedador, dado que ayudan a la propagación del 
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patógeno en los tejidos del mismo al degradar componentes 
extracelulares, contribuyen a la evasión del sistema inmune del 
hospedador, a la disponibilidad de aminoácidos para la supervivencia 
y el crecimiento bacteriano; y facilitan la difusión de las toxinas 
(Bond & Wart, 1984; Salyers & Witt, 1994; Harrington, 1996; 
Eckhard et al., 2009; Matsushita & Okabe, 2001; Duarte et al., 2014). 
Todas estas características, sumadas a las observaciones de que 
los principales factores de virulencia descritos hasta la fecha en P. 
damselae subsp. damselae se circunscriben a enzimas codificadas en 
un elemento móvil (el plásmido pPHDD1), y de que la mayoría de las 
cepas aisladas de brotes en piscifactorías no posean dicho plásmido 
(Labella et al., 2010a; Rivas et al., 2014; Terceti et al., 2016) pero 
sigan siendo virulentas para peces y citotóxicas para diversas líneas 
celulares a pesar de ello (Fouz et al., 1992; Labella et al., 2010a; 
Rivas et al., 2011), revelan la importancia de identificar factores de 
virulencia potenciales entre las enzimas secretadas por las cepas de P.
damselae subsp. damselae carentes de pPHDD1.
La caracterización de diversos aislados de Photobacterium 
damselae subsp. damselae llevada a cabo a lo largo de los últimos 
años, ha revelado la presencia de actividades enzimáticas de gran 
interés patogénico. Así por ejemplo, se han detectado las actividades 
fosfolipasa, gelatinasa, lipasa e incluso acetilcolinesterasa. Más aún, 
un trabajo reciente demostró que los productos extracelulares de cepas 
virulentas para peces, poseían actividades enzimáticas tales como 
lipasa, amilasa, fosfolipasa, fosfatasa alcalina, esterasa-lipasa, 
-glucosaminidasa (Labella et al., 2010a). 
Asimismo, el tratamiento a 100 °C durante 10 min de estos productos 
extracelulares abolía las actividades de fosfolipasa y hemólisis, así 
como la capacidad de causar muerte en los peces y citotoxicidad en 
líneas celulares, lo que sugiere que la toxicidad no es debida al 
contenido de lipopolisacáridos termorresistentes (Fouz et al., 1993; 
Labella et al., 2010a). Partiendo de estos datos, consideramos de 
máximo interés iniciar el estudio de las actividades fosfolipasa, 
gelatinasa y lipasa, y su posible participación en la patogenicidad de 






1.6.1. Las fosfolipasas bacterianas y su relación con la 
patogenicidad 
Los fosfolípidos son componentes clave de todas las membranas 
celulares, al ser los responsables de separar los ambientes intracelular 
y extracelular, y de servir como andamiaje para las proteínas de 
membrana (Titball, 1998). Dada la naturaleza anfipática de los 
fosfolípidos, éstos suponen un obstáculo para la actuación de las 
enzimas bacterianas, ya que sus sustratos se ensamblan en bicapas o 
incluso en micelas fosfolipídicas (Schmiel & Miller, 1999). Además, a 
lo largo de los años, se ha tomado conciencia del papel de los 
fosfolípidos de membrana y sus productos hidrolíticos 
(fosfatidilinositol, diacilglicerol…) en los sistemas de señalización 
celular (Samuelsson, 1983; Titball, 1998; Stancevic & Kolesnick, 
2010). Teniendo en cuenta estos papeles y la distribución generalizada 
de los fosfolípidos, no es sorprendente que una amplia variedad de 
bacterias hayan desarrollado enzimas capaces de hidrolizarlos (Titball, 
1998).  
Las fosfolipasas bacterianas son un grupo heterogéneo y ubicuo 
de esterasas, que suelen estar asociadas a la superficie celular o son 
secretadas por una amplia variedad de bacterias Gram-positivas y 
Gram-negativas (Flores-Díaz et al., 2016). Asimismo, también están 
presentes en animales, plantas y hongos. Estas enzimas lipolíticas son 
las responsables de hidrolizar los fosfolípidos, los cuales contienen 
dos ácidos grasos esterificados en las posiciones sn-1 y sn-2 de un 
esqueleto de glicerol, y un grupo de cabeza polar (los más comunes 
son colina, etanolamina, serina e inositol) unido a la posición sn-3, 
que define el fosfolípido (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilserina o fosfatidilinositol) (Fig. I.12).  
En lo relativo a la clasificación de las fosfolipasas, ésta tiene en 
cuenta el sitio de ataque al fosfolípido, es decir, el enlace éster que 
escinden. Se utilizan letras de calificación A, B, C y D para diferenciar 
los tipos de fosfolipasa, e indicar el enlace específico dirigido a la 
molécula de fosfolípido (Mollby, 1978). Las fosfolipasas A (PLA), 
que se subdividen a su vez en A1 y A2, hidrolizan los enlaces 
carboxiésteres de la posición sn-1 o sn-2, respectivamente. Su escisión 
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libera un ácido graso junto con un lisofosfolípido (Fig. I.12). Las 
fosfolipasas B (PLB), en cambio, actúan sobre ambos residuos de 
ácidos grasos. Si solo se dirige a un ácido graso, se genera un 
lisofosfolípido que se puede escindir adicionalmente mediante una 
lisofosfolipasa A (PLA), liberando así el otro ácido graso del 
esqueleto de glicerol (Fig. I.12). Por otra parte, las fosfolipasas C 
(PLC) y las fosfolipasas D (PLD) hidrolizan el enlace fosfodiéster 
orientado a la glicerina o el alcohol, respectivamente (Fig. I.12). Las 
nomenclaturas de enzimas de la Unión Internacional de Bioquímica y 
Biología Molecular (IUBMB) para las fosfolipasas A1 y A2 son EC 
3.1.1.32 y EC 3.1.1.4, respectivamente; EC 3.1.4.3 para fosfolipasa C 
y EC 3.1.4.4 para fosfolipasa D. Estas siglas hacen referencia al hecho 
de que sean esterasas que actúan bien sobre el éster carboxílico 
(3.1.1.X), o sobre el enlace fosfórico (EC 3.1.4.X). 
 
Fig. I.12: Representación de los sitios de acción de varias fosfolipasas sobre un 
fosfolípido generalizado, donde N= fosfolípido base común (ejemplos: colina, 
etanolamina, inositol). Los diversos sitios de ataque para la escisión hidrolítica de 
los tipos de fosfolipasas PLA1, PLA2, PLB, PLC y PLD se muestran con flechas. 
 
Las fosfolipasas bacterianas secretadas, participan en la 
adquisición de fosfato de fuentes de carbono, y en algunos casos, 
actúan como factores de virulencia. Aunque la definición de una 
toxina bacteriana es cada vez más difícil, se acepta generalmente que 































bacteriana demostrada en ser una fosfolipasa fue la α-toxina de 
Clostridium perfringens (Macfarlene et al., 1941), hallazgo que 
estimuló el gran interés en este grupo de enzimas en las décadas 
posteriores.  
En general, la toxicidad de las fosfolipasas se ha relacionado con 
su actividad citolítica (Fig. I.13), debido a su actuación sobre los 
fosfolípidos de la membrana y la consiguiente destrucción de la 
misma (Schmiel & Miller, 1999). Este hecho facilita la colonización y 
diseminación bacteriana proporcionando nutrientes para la 
supervivencia y replicación del patógeno (Schmiel et al., 1998; van 
der Meer-Janssen et al., 2010) (Fig. I.13).  
 
 
Fig. I.13: Las bacterias representadas como barras azules segregan una fosfolipasa 
que ayuda a la degradación y penetración de la capa de moco. Una vez que las 
bacterias alcanzan la superficie epitelial, la acción fosfolipasa desencadena la 
invaginación bacteriana por una célula epitelial. La actividad de la fosfolipasa 
promueve entonces el escape de la vacuola o fagosoma en la célula epitelial 
derecha y promueve la citólisis en la célula epitelial izquierda. La citólisis puede 
desencadenarse desde dentro o fuera de la célula eucariota. Imagen modificada de  
Schmiel & Miller (1999) (con permiso de Elsevier). 
 
Es curioso, además, que algunas fosfolipasas generan lípidos 
bioactivos que activan mediadores endógenos de la muerte celular sin 
inducir la lisis celular (Istivan & Coloe, 2006; Sitkiewicz et al., 2007; 
van der Meer-Janssen et al., 2010) (Fig. I.14). Incluso, otras 
fosfolipasas bacterianas son esenciales para la virulencia de patógenos 
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de actuar sobre los fosfolípidos de las vacuolas celulares, bien 
contribuyendo a transformar los fagosomas en un nicho permisivo 
para la replicación del patógeno; o bien causando alteración en la 
membrana del fagosoma, de modo que permita la llegada de la 
bacteria al citoplasma de la célula hospedadora, y de esta manera 
pueda sobrevivir al evadir la respuesta inmune del hospedador 
(Camilli et al., 1993; Songer, 1997; van der Meer-Janssen et al., 
2010). Un ejemplo es la fosfolipasa C en combinación con la toxina 
listeriolisina O de Listeria monocytogenes (Camilli et al., 1993; 
Alberti-Segui et al., 2007; Poussin et al., 2009). 
 
Fig. I.14: Vías de señalización eucarióticas inducidas por la acción de fosfolipasas 
bacterianas y efectos correspondientes en la célula huésped. Las flechas no indican 
necesariamente una inducción directa. Figura modificada de Bender & Flieger 
(2010) (con permiso de Springer Nature). 
 
Quizá el aspecto más intrigante de este tipo de enzimas, sea su 
potencial para interferir en la señalización celular y conseguir mediar 
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Fiore et al., 1997; Titball, 1998) (Fig. I.14). La acción de las 
fosfolipasas bacterianas sobre los fosfolípidos del hospedador, genera 
metabolitos secundarios idénticos a los producidos por las enzimas 
eucariotas. Estas enzimas juegan papeles cruciales en distintos 
procesos fisiológicos, incluyendo la dinámica de las membranas, 
señalización celular, migración, crecimiento y muerte celular (Vadas 
et al., 1993; Granata et al., 2003; Toker, 2005; Nikolova-Karakashian 
& Rozenova, 2010; Lang & Flieger, 2011; Castro et al., 2014), de 
modo que la adición de los productos de la degradación de 
fosfolípidos por las enzimas bacterianas altera todos estos procesos en 
la célula hospedadora (Fig. I.14).
1.6.2.Las colagenasas bacterianas y su relación con la 
patogenicidad
El colágeno juega un papel central como componente extracelular 
primario en la ultraestructura de varios tejidos animales (piel, 
tendones, vasos sanguíneos, hueso), contribuyendo a la forma de los
órganos y a la integridad de los tejidos de los vertebrados. Se estima 
que constituye el 30% de proteínas totales en mamíferos, el 3% en 
peces teleósteos y el 10% en elasmobranquios (Ricard-Blum, 2011; 
FAO, 2016). Por otro lado, el colágeno sirve como fuente importante 
de nutrientes y energía en el medio marino y su degradación por 
diversos microorganismos contribuye al nitrógeno global y al ciclo del 
carbono (Duarte et al., 2014). Al hablar de colágeno deberíamos 
hacerlo en plural, ya que es una familia numerosa compuesta por 28 
miembros diferentes que comparten una estructura concreta
(Ramachandran, 1988; Pal & Surech, 2016).
Se denominan colagenasas a las enzimas capaces de hidrolizar 
específicamente colágeno nativo (tropocolágeno) bajo condiciones 
fisiológicas de pH y temperatura, así como el colágeno 
desnaturalizado soluble (Harrington, 1996). Actualmente se ha 
demostrado la producción de colagenasas en animales, plantas y 
microorganismos, diferenciándose entre sí por sus especificidades de 
sustrato y por los puntos de ataque al colágeno, entre otras 
características (Mookhtiar & Van Wart, 1992; Pal & Suresh, 2016). 
Hasta la fecha, se han purificado, secuenciado y clonado colagenasas 
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microbianas de pocas especies, generalmente de bacterias patógenas, 
estando todavía muchas de ellas sin caracterizar enzimática y
estructuralmente (Teramura et al., 2011).
Debido a la estructura rígida del colágeno en fibrillas 
polipeptídicas, solo un número limitado de enzimas proteolíticas 
tienen la capacidad de descomponerlo (Watanabe, 2004). Según la 
discriminación de los sitios activos, la base de datos MEROPS 
(Rawling et al., 2016) clasificó a las enzimas colagenolíticas en: i) 
metaloproteasas (familias M9 y M10), cisteína proteasas (familia C1); 
ii) serina proteasas (familias S1, S8 y S53); y iii) algunas proteasas de 
la familia U32. Solo las metaloproteasas de la familia de peptidasas 
M9 son consideradas como colagenasas bacterianas verdaderas o 
metalocolagenasas (Duarte et al., 2014), por lo que centraremos 
nuestra revisión bibliográfica en ellas.
Las metalocolagenasas bacterianas (EC 3.4.24.3) son enzimas 
capaces de hidrolizar el colágeno nativo, y al igual que el resto de las 
metaloproteasas, son dependientes de zinc y presentan el motivo 
conservado HEXXH como centro catalítico y zona de unión a zinc 
(Vallee & Auld, 1990; Duarte et al., 2014). Basándose en las 
diferencias en las secuencias de aminoácidos y en la función catalítica, 
esta familia se divide en M9A y M9B, categorías que engloban 
colagenasas de Vibrio spp. y Clostridium spp., respectivamente 
(Rawlings et al., 2016; Duarte et al., 2014). 
En un principio, la subfamilia de las peptidasas M9A se 
subdividió en tres clases (I, II y III), atendiendo a sus masas 
moleculares, especificidad de sustrato, secuencias aminoacídicas y 
motivo de unión a zinc HEXXH-E (Vallee & Auld, 1990; Lee et al.,
1998; Shin et al., 2000; Kim et al., 2002; Duarte et al., 2014). 
Posteriormente, dada la baja similitud de las secuencias entre los 
miembros de la clase I y los de las clases II y III, la clase I sería 
asignada a la familia de las peptidasas M4 (familia de las termolisinas) 
(Lee et al. 1998; Rawling et al., 2016; Duarte et al., 2014), por lo que 
quedan fuera del alcance de nuestro interés. Las clases II y III de las 
metaloproteasas de Vibrio spp. (M9A), contienen enzimas asociadas a 
los grupos MEROPS M09.001 y M09.004, respectivamente, que 




alginolyticus (X62635) y la peptidasa VMC de V. mimicus
(AF004832) (Rawlings et al., 2016; Duarte et al., 2014). En la Tabla 
I.5 podemos observar las características distintivas de las clases II y 
III de las metaloproteasas de Vibrio spp. 
Tabla I.5: Esquema de la clasificación actual y características de las 
metalocolagenasas de Vibrio spp., y ejemplos de microorganismos productores. 
Información procedente de Matsushita & Okabe (2001), Rawlings et al. (2016), 
Duarte et al. (2014) y Pal & Suresh (2016).
Metalocolagenasas M9: Subfamilia M9A
Clase II (M09.004) Clase III (M09.001)
Enzima holotipo: Peptidasa VMC(de V. mimicus)
Colagenasa bacteriana V
(de V. alginolyticus)
Masas moleculares: 62-71 kDa 89 kDa
















    ( ): actividad hidrolítica positiva
    (x): actividad hidrolítica negativa
Por otro lado, el análisis de las arquitecturas de dominios 
proteicos mostró que la organización estructural de las 
metalocolagenasas de Vibrio difiere entre las clases II y III. Las 
enzimas de la clase III poseen un dominio activador, un dominio 
peptidasa o catalítico, uno o varios dominios similares al dominio 
enfermedad poliquística (PKD), y/o uno o varios dominios C-terminal 
prepeptidasa (PPC). Además, presentan un motivo de unión a zinc con 
secuencia HEVTH-E (Tabla I.5). Por el contario, las 
metalocolagenasas de Vibrio de clase II no presentan los dominios de 
tipo PKD, pero sí los dominios de activación, catalítico o PCC, dando 
como resultado enzimas de menor masa molecular. La secuencia 
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consenso para el motivo de unión a zinc de las enzimas de clase II es 
HEYTH-E (Kim et al., 2002; Duarte et al., 2014; Zhang et al., 2015).
En lo referente a las colagenasas clostridiales, es necesario 
comentar que su investigación se ha realizado con mucho más detalle, 
en comparación a las colagenasas de Vibrio spp. Por su parte, las 
peptidasas M9B de Clostridium spp. se agruparon en dos clases (I y 
II) en base a sus cinéticas, características estructurales (lo que incluye 
sus actividades frente a distintos sustratos), estabilidad frente a ciclos 
de congelación-descongelación y estructuras primaria, secundaria y 
terciaria (Van Wart & Steinbrink, 1981; Van Wart & Steinbrink, 
1985; Duarte et al., 2014). La clase I (M09.002) posee como holotipos 
las colagenasas ColG y ColA de Clostridium histolyticum, y la clase II 
(M09.003) la ColH de C. histolyticum (Rawlings et al., 2016). 
En los últimos años, se ha descubierto que un número creciente de 
bacterias producen enzimas hidrolíticas de colágeno, llegando a estar 
relacionadas con la capacidad virulenta de muchas de ellas (Lawson & 
Meyer, 1992; Takeuchi et al., 1992; Matsushita et al., 1999; 
Mukherjee et al., 2009). Este tipo de enzimas ayudan en la 
colonización del hospedador en el proceso infectivo, contribuyendo a 
la disponibilidad de aminoácidos para la supervivencia y el
crecimiento, y facilitando la difusión de toxinas (Duarte et al., 2014). 
Las colagenasas en cuyo estudio más se ha profundizado son las de 
diversas especies de Clostridium: Clostridium spp. (Awada et al.,
2000; Popoff & Bouvet, 2009), C. difficile (Seddon et al., 1990), C. 
tetani (Bruggemann et al., 2003) y C. histolyticum (Eckhard et al.,
2014); seguidas por las de Bacillus spp. (B. cereus, B. mycoides, B. 
pseudomycoides, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. anthracis
y B. cytotoxicus) (Beecher et al., 2000; Abfalter et al., 2016). 
1.6.3.Las lipasas bacterianas y su relación con la 
patogenicidad
Los lípidos, el principal objetivo de las enzimas lipolíticas, son 
moléculas esenciales en los sistemas vivos, siendo la fuente de energía 
más importante y jugando un papel relevante en la estructura de las 
membranas y en diversos procesos de señalización celular. Las 




ampliamente distribuidas en la naturaleza, tanto en animales (Carriere 
et al. 1994), plantas (Bhardwaj et al. 2001), como en diversos 
microorganismos (Olempska-Beer et al. 2006), y que alberga a una 
gran cantidad de esterasas tales como: lipasas verdaderas (EC 3.1.1.3), 
carboxilesterasas (EC 3.1.1.1), fosfolipasas (ver sección 1.6.1), 
colinesterasas (EC 3.1.1.8), cutinasas (EC 3.1.1.74), entre muchas 
otras (Arpigny & Jaeger, 1999; Hausmann & Jaeger, 2010; Lenfant et 
al., 2013; Borrelli & Trono, 2015). En este apartado, nos centraremos 
en el conocimiento de las lipasas verdaderas bacterianas.
Las lipasas (EC 3.1.1.3), son esterasas que hidrolizan 
agua, dando lugar a ácidos grasos y glicerol (Arpigny & Jaeger, 1999). 
Además, se diferencian del resto de esterasas porque muestran 
preferencia por sustratos altamente hidrofóbicos, insolubles y 
agregados, y presentan sitios de unión grandes para acomodar al ácido 
graso a escindir (Bornscheuer, 2002). Las lipasas muestran también, 
un mayor número de aminoácidos no polares localizados en las zonas 
expuestas al solvente y en la región del centro activo, así como un 
rango de sustrato más amplio, y una mayor regioselectividad y 
estereoespecificidad (Fojan et al., 2000). Asimismo, estas enzimas se 
pueden distinguir del resto de las esterasas por el denominado 
“fenómeno de activación interfacial”. Este fenómeno de activación 
interfacial es debido a un dominio hidrofóbico, denominado “lid”
(tapa), que se encuentra alrededor del centro activo de la enzima. Para 
que el centro activo sea accesible al sustrato insoluble, debe existir 
una concentración crítica del mismo para que se produzca el 
movimiento de esa tapa (Verger, 1997).
La función biológica de este tipo de enzimas bacterianas es 
incierta en muchos casos, aunque parece ser que está relacionada con 
la bioconversión de lípidos entre diferentes organismos y, dentro del 
mismo organismo, con diversos procesos de obtención o 
aprovechamiento de fuentes de carbono y reciclaje o modificación de 
las membranas celulares (Schmid & Verger, 1998; Bornscheuer, 
2002). Estos procesos ayudan a las bacterias a crecer en ambientes 
limitantes de carbono, o en ambientes donde los lípidos son la única 
fuente de carbono (Fig. I.15) (Stehr et al., 2003). Incluso se ha llegado 
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a relacionar la actividad de las lipasas con la detoxificación de agentes 
contaminantes y biocidas (Khalameyzer et al., 1999; Margesin et al.,
2003). Como dato curioso, desde hace bastantes años se vienen 
empleando estas enzimas lipolíticas para toda una serie de 
aplicaciones biotecnológicas en diversas industrias, tales como la 
farmacéutica, química, alimentaria, textil, papelera, etc. (Jaeger & 
Eggert, 1999; Jaeger et al., 1999; Hasan et al., 2006; Navarro-
Gonzálex & Periago, 2012; Ramnath et al., 2017). 
Por otro lado, y el más importante desde nuestro punto de vista, se 
ha considerado a las lipasas como factores de virulencia en 
determinadas patologías. Así por ejemplo, se ha demostrado la 
relevancia de estas enzimas para el crecimiento y colonización (Fig. 
I.15) durante los procesos infectivos de Staphylococcus epidermidis 
(Longshaw et al., 2000), Staphylococcus aureus (Rollof et al., 1988),
Pseudomonas aeruginosa (Shabtai, 1991) o Microthrix parvicella
(Nielsen et al., 2002). Otra función asociada a las lipasas podría ser la 
de ayudar al microorganismo a adherirse al tejido del hospedador (Fig. 
I.15). La lipasa secretada por Staphylococcus aureus aumenta la 
adherencia mediante la degradación de moléculas de superficie del 
hospedador liberando así receptores (Stehr et al., 2003). Otro ejemplo 
es el de las lipasas secretadas por el patógeno humano 
Propionibacterium acnes, las cuales mediante su acción liberan ácidos 
grasos al medio que ayudan a la adhesión bacteriana, y por lo tanto, a 
la colonización del hospedador (Miskin et al., 1997; Bruggemann et 
al., 2004). Además, los ácidos grasos libres generados por la hidrólisis 
de los triglicéridos también pueden perturbar el mantenimiento de la 
barrera de permeabilidad epidérmica (Hanley et al., 2000), por lo que 
la liberación incontrolada de estos ácidos grasos podría facilitar la 
invasión del patógeno.
Otro posible rol de las lipasas, es que pueden realizar funciones 
más generales actuando como un factor de supervivencia, optimizando 
las condiciones para otras enzimas (Fig. I.15), como es el caso de P. 
aeruginosa (con efecto sinérgico entre la lipasa y la fosfolipasa C que 
secreta) (Jaeger et al., 1992; Stehr et al., 2003). También podría ser 




microbiota del hospedador, proporcionando al patógeno una ventaja 
de selección (Fig. I.15) (Stehr et al., 2003).  
De igual manera, nos encontramos con lipasas que exhiben 
actividad fosfolipasa adicional (Fig. I.15), como es el caso de la lipasa 
2 secretada por Staphylococcus warneri (van Kampen et al., 2001), 
capacidad enzimática ya relacionada con patogenicidad en el apartado 
1.6.1.  
En otro orden de ideas, hay que tener en cuenta que los lípidos, 
además de ser almacenes de energía y componentes estructurales de 
las membranas celulares, son también efectores biológicos muy 
importantes que actúan en la transducción de señales, transporte 
intracelular y transcripción de genes. La hidrólisis de triglicéridos por 
la acción de las lipasas genera diacilglicerol y ácidos grasos, 
productos que funcionan como segundos mensajeros que 
desencadenan diversas cascadas de transducción de señales (Fig. I.15) 
(Stehr et al., 2003). Este tipo de procesos de transducción de señal 
pueden desembocar en una modulación de la transcripción de genes e 
incluso afectar a varias funciones del sistema inmune (Hausmann & 
Jaeger, 2010), como sucede con la lipasa de Pseudomonas cepacia, 
que inhibe la fagocitosis por los macrófagos (Straus et al., 1992); la 
lipasa de S. aureus que influye en la quimiotaxis de neutrófilos y 
granulocitos (Tyski et al., 1987; Rollof et al., 1988); o la lipasa de P. 
aeruginosa, que también influye sobre células del sistema inmune del 
hospedador (König et al., 1996). Teniendo en cuenta todos estos 
efectos, es importante observar que la actuación combinada de la 
propia lipasa y los productos de su actividad enzimática contribuyen a 
la virulencia microbiana. 
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Fig. I.15: Posibles funciones de las lipasas extracelulares microbianas. Crecimiento: 
la lipólisis podría proporcionar fuentes de carbono que el microorganismo podría 
utilizar para el crecimiento; Adhesión: los ácidos grasos libres liberados debido a la 
actividad lipolítica podrían contribuir a la adhesión a tejidos, célula a célula y/o 
célula a hospedador; Sinergismo: una lipasa podría trabajar mano a mano con otra 
enzima o podría optimizar condiciones para otras enzimas; Hidrólisis inespecífica: 
las lipasas pueden poseer actividad fosfolipasa adicional; Sistema inmune: las 
lipasas y sus productos finales catalíticos pueden tener un efecto sobre diferentes 
células inmunes e iniciar procesos inflamatorios; Defensa: los microorganismos que 
secretan enzimas lipolíticas podrían tener una ventaja de selección por la lisis de la 







A lo largo de este trabajo, intentaremos esclarecer la base genética 
de la patogenicidad expuesta por las cepas de P. damselae subsp. 
damselae no portadoras del plásmido de virulencia pPHDD1, 
centrándonos principalmente en las capacidades enzimáticas 
(fosfolipasa, gelatinasa y lipasas) potencialmente relacionadas con la 



















Tal y como se ha expuesto en la introducción general, en los 
últimos años P. damselae subsp. damselae ha sido aislada como 
agente causal de enfermedad en nuevas especies de peces cultivados, e 
incluso en zonas geográficas donde no se había notificado 
previamente. Asimismo, la mayoría de las cepas de P. damselae
subsp. damselae aisladas recientemente de brotes en granjas acuícolas 
carecen del plásmido virulento pPHDD1 (no producen damselisina ni 
fobalisina P), por lo que es necesario iniciar estudios destinados a 
esclarecer las bases genéticas de la virulencia de este tipo de cepas.
Por ello, en este trabajo nos hemos planteado los siguientes 
objetivos:
1. Identificar mediante genómica comparada de genomas 
completos los genes de virulencia de cepas de P. damselae subsp. 
damselae no productoras de damselisina y fobalisina P, para 
comprender la base biológica de la estrategia de patogenicidad 
diferencial de las cepas que carecen del plásmido pPHDD1. 
2. Caracterizar los genes que codifican actividades enzimáticas 
potencialmente involucradas en la patogenicidad, así como otros
genes que se puedan identificar durante el desarrollo del objetivo 1, y 













3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. CEPAS BACTERIANAS, PLÁSMIDOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
Las características de las cepas y plásmidos empleados en este 
trabajo, al igual que sus derivados, se describen en las Tablas III.1,
III.2 y III.3. De manera rutinaria, las cepas de Photobacterium
damselae subsp. damselae se cultivaron a 25 °C en agar (TSA-1) o en 
caldo (TSC-1) de soja y triptona (Pronadisa) suplementado con 0,5% 
(p/v) adicional de NaCl de modo que la concentración final de cloruro 
sódico fuese del 1%. Las cepas de Escherichia coli se cultivaron en 
medio Luria Bertani (LB) (Pronadisa). Todas las cepas utilizadas así 
como sus derivados se mantuvieron a -80 °C en medio TSC-1
suplementado con un 20% (v/v) de glicerol. 
En las ocasiones en las que era requerido el uso de antibióticos en 
los medios de crecimiento, ya fuese en medios sólidos o líquidos, las 
concentraciones finales de uso fueron las siguientes: ampicilina (Amp) 
.
(sol. .
stock 50 mg/mL en DMSO). Las soluciones de antibióticos se 
(Millipore) y se guardaron a 4 °C.
El control del crecimiento de los microorganismos en medio 
líquido se realizó mediante la determinación de la densidad óptica a 
una longitud de onda de 600nm en el espectrofotómetro 




Tabla III.1: Aislados de P. damselae subsp. damselae analizados en este trabajo.  
 
CEPA ORIGEN HOSPEDADOR REFERENCIA
ATCC 33539/CIP102761 EEUU/1981 Pez ángel (Chromis punctipinnis) Cepa de referencia
H22060601R España/2006 Pargo (Pagrus auriga) Labella et al. (2010a)
H01100403D1 España/2004 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
H29060602R España/2006 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
C11080601R España/2006 Corvira (Argyrosomus regius) Labella et al. (2010a)
D20040408U España/2004 Dorada (Sparus aurata) Labella et al. (2010a)
H09060401H España/2004 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
H29040401H España/2004 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
H14060501H España/2005 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
H01100402O España/2004 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
Lb07070501R España/2005 Lubina (Dicentrarchus labrax) Labella et al. (2010a)
S04070503C España/2005 Sargo común (Diplodus sargus) Labella et al. (2010a)
LCA240907 España/2007 Barramundi (Lates calcarife) Labella et al. (2010a)
H14060501B España/2005 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
H14060501R España/2005 Pargo (P. auriga) Labella et al. (2010a)
H161203H España/2003 Dorada (S. aurata) Labella et al. (2010a)
9FT1M-3 EEUU Tiburón (Carcharhinus sp.) Donada por Grimmes, J. 
9FT2B-2 EEUU Tiburón (Carcharhinus sp.) Donada por Grimmes, J. 
RS80L1V1 EEUU Pargo rojo (Lutjanus campechanus) Donada por Grimmes, J. 
RS78SPL1 EEUU Pargo rojo (L. campechanus) Donada por Grimmes, J. 
162 Bélgica Anguila (Anguilla anguilla) Colección de laboratorio
158 Bélgica Anguila (A. anguilla) Colección de laboratorio
LD-07 España Dorada (S. aurata) Vera et al. (1991)
RM-71 España Rodaballo (Scophthalmus maximus) Fouz et al. (1992)
RG-153 España Rodaballo (S. maximus) Fouz et al. (1992)
RG-91 España Rodaballo (S. maximus) Fouz et al. (1992)
RG-214 España Rodaballo (S. maximus) Fouz et al. (1992)
AZ 245.1 España Rodaballo (S. maximus) Colección de laboratorio
CDC-2227-81 EEUU Humano CDC, Atlanta, USA 
ATCC 35083 EEUU Tiburón (Carcharhinus plumbeus) Donada por Grimmes, J. 
309 España Mejillón (Mytilus edulis) Colección de laboratorio
PG-801 Taiwan Langostino (Penaeus monodon) Song et al. (1993)
J3G-801 Taiwan Langostino (P. monodon) Song et al. (1993)
192 EEUU Delfín (Tursiops truncatus) Donada por Grimmes, J.
238 EEUU Delfín (T. truncatus) Donada por Grimmes, J
TW 294 L2 España Lubina (D. labrax) Colección de laboratorio
TW 250/03 España Lubina (D. labrax) Colección de laboratorio
TW 462/02.1 España Lubina (D. labrax) Colección de laboratorio
ST-1 EEUU Trucha Donada por Grimmes, J. 
AZ 247.1 España Rodaballo (S. maximus) Colección de laboratorio
ACR 208.1 España Rodaballo (S. maximus) Colección de laboratorio
USC-Viro-1 España Rodaballo (S. maximus) Colección de laboratorio
ACRp 72.1 España Rodaballo (S. maximus) Colección de laboratorio
DCL 1.2 España Dorada (S. aurata) Colección de laboratorio
DCL 4.1 España Dorada (S. aurata) Colección de laboratorio
DCL 7.1 España Dorada (S. aurata) Colección de laboratorio
DCL 7.3 España Dorada (S. aurata) Colección de laboratorio
DCL 8.1 España Dorada (S. aurata) Colección de laboratorio
DCL 9.1 España Dorada (S. aurata) Colección de laboratorio
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Tabla III.2: Cepas utilizadas en el presente trabajo.
CEPA CARACTERÍSTICA(S) RELEVANTE(S) REFERENCIA
P. damselae subsp. damselae
AVL49 LD-07 mutante espontáneo de rifampicina (LD-07 RfR) Este trabajo
AR57 RM-71 mutante espontáneo de rifampicina (RM-71 RfR) Rivas et al. (2011)
AR78 AR57 mutante por deleción de dly y hlyApl Rivas et al. (2011)
AVL63 AVL49 mutante por deleción de hlyAcr Este trabajo
AR89 AR57 mutante por deleción de dly, hlyApl y hlyAcr Rivas et al. (2013a)
AVL459 AVL63 complementado con pAVL449, GentR Este trabajo
AVL509 AVL63 complementado con pAVL500, GentR Este trabajo
AVL515 AVL63 complementado con pAVL498, GentR Este trabajo
AVL477 AR78 complementado con pAVL449, GentR Este trabajo
AVL453 AR78 complementado con pAVL500, GentR Este trabajo
AVL518 AR78 complementado con pAVL498, GentR Este trabajo
AVL58 AVL49 mutante por intercambio alélico de plpV Este trabajo
AR64 AR57 mutante por intercambio alélico de dly Rivas et al. (2011)
AVL471 AVL58 complementado con pAVL469, GentR Este trabajo
AVL64 AR57 mutante por intercambio alélico de plpV Este trabajo
AVL66 AR57 mutante por intercambio alélico de dly y plpV Este trabajo
AVL473 AVL64 complementado con pAVL469, GentR Este trabajo
AVL62 AVL49 mutante por intercambio alélico de hlyAcr y plpV Este trabajo
AVL60 AVL49 mutante por intercambio alélico de colP Este trabajo
AVL491 AVL60 complementado con pAVL484, GentR Este trabajo
AVL68 AVL49 mutante para hlyAcr , plpV y colP Este trabajo
AVL49::Tn10(1) AVL49 con mini-Tn10 fadL1::Tn10, KanR Este trabajo
AVL49::Tn10(2) AVL49 con mini-Tn10 lip80::Tn10, KanR Este trabajo
AVL49::Tn10(3) AVL49 con mini-Tn10 tetR::Tn10, KanR Este trabajo
AVL70 AVL49 mutante por intercambio alélico de colP Este trabajo
AVL479 AVL70 complementado con pAVL473, GentR Este trabajo
AVL49::Tn10(4) AVL49 con mini-Tn10 ??::Tn10, KanR Este trabajo
AVL70::Tn10(1) AVL70 con mini-Tn10 luxO::Tn10, KanR Este trabajo
AR203 AVL49 con mini-Tn10 epsL::Tn10, KanR Este trabajo
AR211 AVL49 mutante por deleción de epsL Este trabajo
AR240 AVL49 mutante por deleción de pilD Este trabajo
AVL535 AR211 complementado con pAVL529, GentR Este trabajo
AVL537 AR240 complementado con pAVL531, GentR Este trabajo
Escherichia coli
DH5 supE4 lacU169 ( lacZ M15) hsd R17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1
Colección del 
laboratorio
S17-1- pir recA, thi, pro, hsdR-M+RP4: 2-Tc:Mu: Km Tn7 pir, Tp
R
SmR
Herrero et al. 
(1990)
Vibrio anguillarum
R82 Control positivo para la actividad gelatinasa Colección del laboratorio
Aeromonas hydrophila
CMA 153 Control positivo para la actividad caseinasa y lipolítica (tween 80 y tween 20)
Colección de 
laboratorio
RfR : resistencia a rifampicina; GentR: resistencia a gentamicina; KanR: resistencia a kanamicina; SmR:
resistencia a estreptomicina; TpR: resistencia a trimetoprima.
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Tabla III.3: Plásmidos empleados en este trabajo. 
 
 
   
PLÁSMIDO CARACTERÍSTICA(S) RELEVANTE(S) REFERENCIA
pWKS30 Vector de clonación de bajo nº de copia, AmpR Wang & Kushner (1991)
pNidKan Plásmido suicida derivado de pCVD442, pir, KanR Mouriño et al. (2004)
pBBR1-MCS5 Vector de clonación de bajo nº de copia GentR Kovach et al. (1995)
pUC118 Vector de clonación de alto nº de copia, AmpR Vieira & Messing (1987) 
pLOF-Km Mini-Tn10 transposón, KanR Herrero et al. (1990) 
pAVL182 Construcción para mutar el gen hlyAcr de la cepa LD-07 clonado en pNidkan, KanR Este trabajo
pAVL412 Construcción para mutar el gen plpV de LD-07 clonado en pNidkan, KanR Este trabajo
pAVL201 Construcción para mutar el gen colP de LD-07 clonado en pNidkan, KanR Este trabajo
pAVL307 Construcción para mutar el gen lip80 de LD-07 clonado en pNidkan, KanR Este trabajo
pAJR203 Construcción para mutar el gen epsL de LD-07 clonado en pNidkan, KanR Este trabajo
pAJR211 Construcción para mutar el gen pilD de LD-07 clonado en pNidkan, KanR Este trabajo
pAVL449 pBBR1-MCS5 con hlyAcr y su promotor de LD-07, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL500 pBBR1-MCS5 con hlyAcr y su promotor de RM-71, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL498 pBBR1-MCS5 con hlyAcr quimérica, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL469 pBBR1-MCS5 con plpV y su promotor de LD-07, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL484 pBBR1-MCS5 con colP y su promotor de LD-07, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL473 pBBR1-MCS5 con fadL-lip80 y su promotor de LD-07, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL529 pBBR1-MCS5 con epsL y el promotor de hlyAcr de LD-07, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
pAVL531 pBBR1-MCS5 con pilD y y su promotor de LD-07, almacenado en S17-1-λpir Este trabajo
AmpR : resistencia a ampicilina; GentR: resistencia a gentamicina; KanR: resistencia a kanamicina
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3.2. EXTRACCIÓN DE ADN GENÓMICO Y PLASMÍDICO
Los protocolos básicos de manipulación de ADN se llevaron a 
cabo tal y como se describen en Sambrook & Russell (2001). El ADN 
genómico bacteriano se extrajo utilizando el producto comercial Easy-
DNA (Invitrogen) para el empleo en PCR y el kit GNOME DNA kit
(Qbiogene) para la secuenciación de los genomas de las cepas de P.
damselae subsp. damselae A-162, LD-07 y RM-71. Por su parte, la 
purificación rutinaria de plásmidos se realizó empleando el kit 
comercial GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific).
3.3. REACCIONES EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR Y PCR-
SOE)
La reacción en cadena de la polimerasa se llevó a cabo en un 
termociclador de gradiente de temperaturas Mycycler Thermal Cycler 
(Bio-Rad) en volúmenes finales de 25 y 50 μL según el caso, 
utilizando 0,5 U de Taq polimerasa KAPA Taq (KAPA 
BIOSYSTEMS), tampón de PCR 10X, MgCl2 2 mM, 200 μM de cada 
desoxinucleótido 5´-trifosfato (dNTPs) (Bioline), y 10 μM de cada 
cebador. Dependiendo de la Tm de cada pareja de cebadores, las 
temperaturas de hibridación oscilaron entre los 55 y 60 °C. Los 
tiempos de elongación se seleccionaron en función del tamaño 
esperado del fragmento a amplificar (1 min x kb-1). En todas las 
reacciones de PCR se incluyó un control negativo para garantizar la 
ausencia de ADN contaminante, y cuando fue posible, se incluyeron 
también controles positivos para asegurar que las condiciones 
empleadas eran las correctas y descartar falsos negativos. 
Los productos de PCR obtenidos se analizaron en geles de 
agarosa al 0,5 - 2%, según el tamaño de los fragmentos, con tampón 
TAE 1X (Tris 40 mM, EDTA 0,5 mM a pH 8,0) y una concentración 
Realsafe Nucleic Acid Staining Solution (Intron 
biotechnology). Los geles se visualizaron en un transiluminador de luz 
ultravioleta (Gelprinter Plus), a una longitud de onda de 254 nm y se 
fotografiaron con una cámara Scion Corporation. Como marcadores 
de peso molecular se emplearon los de 100 pb y 1 Kb de O´GeneRuler
(Thermo Fisher Scientific), según las necesidades. La limpieza de los 
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productos de amplificación se realizó mediante el uso del kit 
comercial NZYGelpure (NZYtech), o bien, en el caso de obtener 
múltiples fragmentos de amplificación, los fragmentos de interés se 
purificaron con el GeneJETTM Gel Extraction kit (Thermo Fisher 
Scientific) tras su separación electroforética en geles de agarosa. 
 
 
Tabla III.4: Cebadores empleados para el chequeo de los genes hlyAcr, plpV, 
colP y lip80, y sus entornos; dly de pPHDD1 y tres genes del SSTIII de 
pPHDD203. 
Cebador  Secuencia 5´- 3´a pb amplificadas 
Plásmido pPHDD1 (dly):    
Dly-5 CCTATGGGACATGAATGG 549 Dly-3  GCTCTAGGCTAAATGAATC 
Plásmido pPHDD203:   
vscD (VDA_000187)    
vda-000187-intF GCCGATCTCTTCACCATTAT 140 vda-000187-intR TAGAACCGCAAAACTGCAAC 
vcrV (VDA_000193)    
vda-000193-intF CCAACAATCGCGGCAAGAAT 240 vda-000193-intR GAGGCTCTTGAATTGTTCTC 
VDA_000224    
vda-000224-intF AGTTATAACCGACTTTACTG 511 vda-000224-intR ACATGCTGGGCGATCAAGC 
Gen de la hemolisina hlyAcr:    
hlyAcr_interno_F CCAGATCGTATTGTATATGT 1.373 hlyAcr_interno_R  CACATTCAGCCGTCATTACT 
Gen de la fosfolipasa plpV:    
plpV_int_F TCTCATAATAGCAGTAATCT 1.618 plpV_int_R  TTACTAAGCAGAATCCAGCC 
Gen de la colagenasa colP:    
chequeo_colP_F  CCTGCTACAGTTCGAGCTCA 1.056 chequeo_colP_R  TACGACATGCTCATATGCAG 
entorno_colP_F  GAGGACCATTTATTGCCAGT 4.456 en colP(+) 
1.805 en colP(-) entorno_colP_R CGGCTAAGCAAACAGAAAAC 
Gen de la esterasa lip80:    
lipasa_interno_F ATGCAGAGTGATTGATTGGG 1.735 lipasa_interno_R  CCGACGGTTGGAGTACCAGT 
mut_lipasa_1_XhoI  GCCTCGAGTTAGTCCTCTTCGTGGCGCT 5.728 en lip80(+) 
1.856 en lip80(-) mut_lipasa_4_SmaI GCCCCGGGAGGCGATATGTACCGGAATA 
aLa secuencia subrayada marca las dianas de restricción incluidas en el cebador  
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La técnica del empalme de genes por extensión de solapamiento o 
SOE-PCR (Splicing by Overlap Extension), permite la recombinación 
de moléculas de ADN en uniones precisas con independencia de la 
secuencia de nucleótidos en el sitio de la recombinación y sin el uso 
de endonucleasas de restricción o ligasas (Horton et al., 1989). Esta 
técnica será empleada para la obtención del gen quimérico de la 
hemolisina PhlyC que contiene una fracción mayoritaria del gen 




Fig. III.1: Representacion esquemática de la PCR-SOE. En la PCR1, a partir del 
genoma de la cepa LD-07 se amplificará una porción del gen hlylAcr en la que se 
excluyen las diferencias (rayas amarillas) observadas en el domicio lectina con 
respecto a hlyAcr de la cepa RM-71. En la PCR2 se amplificará el final del gen hlylAcr 
de la cepa RM-71. Durante la denominada PCR final, y empleando como moldes los 
productos 1 y 2, obtendremos el gen hlylAcr quimérico de las cepas de P. damselae 


























El proceso de SOE-PCR esquematizado se muestra en la Fig. 
III.1. Los fragmentos de los genes que se van a recombinar se generan 
en reacciones en cadena de la polimerasa separadas (PCR1 y PCR2) 
empleando los cebadores indicados en la Tabla III.5. Los cebadores 
SOE_b_F y SOE_b_R están diseñados para que los extremos de los 
productos contengan secuencias complementarias. Cuando los 
productos de estas PCR (Producto 1 y Producto 2) se mezclan, 
desnaturalizan y reasocian, las cadenas que tienen las secuencias 
coincidentes en sus extremos 3´, se solapan y actúan como cebadores 
entre sí. La extensión de esta superposición por la ADN polimerasa en 
la PCR final (cebadores en Tabla III.5), origina una molécula hlyAcr en 
la que las secuencias originales se empalman juntas. Una vez obtenido 
el producto de PCR hlyAcr quimérico, se cortará con la enzima de 
restricción BamHI (Thermo Fisher Scientific), y tras su limpieza, se 
ligará al vector de clonación pBBR1MCS-5, previamente tratado con 
BamHI (Thermo Fisher Scientific) y fosfatasa alcalina (Thermo Fisher 
Scientific). El plásmido pAVL498 obtenido, se conjugará con las 
cepas mutantes AVL63 y AR78, obteniendo las cepas recombinantes 
AVL515 y AVL518, respectivamente (Tabla III.2).
Tabla III.5: Cebadores empleados para la obtención de la hemolisina PhlyC 
quimérica.
Cebador Secuencia 5´- 3´a pb amplificadas
PCR 1 (Molde LD-07):
SOE_a_BamHI GCGGATCCATTCTTTGGAGTAAACATTT 1.839SOE_b_R GTTAAGTATTTATCTTCAAA
PCR 2 (Molde RM-71):
SOE_b_F TTTGAAGATAAATACTTAAC 253SOE_c_BamHI GCGGATCCCAACAATATAGACATGAATC
PCR FINAL:
SOE_a_BamHI GCGGATCCATTCTTTGGAGTAAACATTT 2.092SOE_c_BamHI GCGGATCCCAACAATATAGACATGAATC
aLa secuencia subrayada marca las dianas de restricción incluidas en el cebador 
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3.4. CLONACIÓN DE FRAGMENTOS DE ADN 
Para las reacciones de clonación se utilizaron fragmentos 
derivados de la digestión con enzimas de restricción y plásmidos 
previamente cortados y tratados con fosfatasa alcalina (Thermo Fisher 
Scientific). Los fragmentos digeridos se limpiaron con el kit 
GeneJETTM Purification Kit (Thermo Fisher Scientific).  
La relación molar inserto/vector utilizada en la reacción de 
ligación fue 3:1, para un volumen final de 20 µL con 1 U de ADN 
ligasa T4 y 2 µL de tampón de reacción 10X (Thermo Fisher 
Scientific). Las reacciones de ligación se incubaron 2 horas a 
temperatura ambiente y se dializaron con filtros de membrana de 
0,025 µm (Millipore) durante 10 min previamente a su transformación 
en las cepas correspondientes de E. coli. Los clones recombinantes se 
seleccionaron en base al marcador de resistencia codificado por el 
vector (Fig. III.2) y se confirmaron por digestión con enzimas de 
restricción y electroforesis en gel de agarosa al 1%.  
 
Fig. III.2: Mapa de los vectores de clonación pUC118 y pWKS30 utilizados en este 
trabajo. Todos ellos se caracterizan por llevar genes que confieren resistencia a 
antibióticos, de modo que los clones recombinantes puedan ser fácilmente aislados 
a partir de su siembra en medios selectivos. Representacion del plásmido pWKS30 






3.5. ELECTROPORACIÓN DE PLÁSMIDOS EN ESCHERICHIA COLI
Para la obtención de células electrocompetentes de E. coli se 
partió de un cultivo de 500 mL de un cultivo bacteriano fresco de la 
-1- pir). Se incubó a 37 °C en 
agitación (150 rpm) hasta alcanzar una DO600 entre 0,2 y 0,4. Tras
centrifugar 20 min a 4.000 rpm (4 °C), se hicieron dos lavados con 10 
mL de agua ultrapura (Mili-Q, Millipore) fría y estéril. 
Posteriormente, las células se resuspendieron en glicerol al 10% en 
agua, y se centrifugaron a 4000 rpm a 4 °C. Finalmente las células se 
resuspendieron en 1 mL de glicerol 10% y se repartieron en tubos 
Eppendorf de 1,5 mL para almacenarlos a - 80 °C.
Para la transformación por electroporación se añadieron los 20 μL 
de la reacción de ligación previamente dializada a los 50 μL de las 
células electrocompetentes en una cubeta de electroporación de 0,2 cm 
(Bio-Rad). La transformación se llevó a cabo en un electroporador 
Gene Pulser (Bio-Rad) ajustado con los siguientes parámetros: voltaje 
tancia, con pulsos de 5 
ms de duración. Posteriormente, se añadieron 1 mL de medio LB a la 
cubeta de electroporación para recoger las células electroporadas y se 
pasaron a un tubo Eppendorf de 1,5 mL que se incubó en agitación 
continua a 150 rpm durante 1h a 37 °C. Finalmente las células se 
centrifugaron, se resuspendieron en 0,1 mL de medio líquido LB y se 
sembraron en las placas de LB suplementadas con los antibióticos 
apropiados, según la resistencia conferida por el plásmido, y con 
isopropil- -D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 0,5 mM y X-gal 40 
coloración blanca, potencialmente transformantes, se reaislaron para 
su confirmación mediante PCR.
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3.6. SECUENCIACIÓN DE ADN Y HERRAMIENTAS DE 
BIOINFORMÁTICA 
Para la secuenciación del genoma de las cepas A-162, LD-07 y 
RM-71 se utilizaron estrategias de secuenciación masiva. Además, en 
la realización de esta tesis se secuenciaron productos de PCR y 
fragmentos clonados en plásmidos mediante el método clásico de 
Sanger. Los detalles de cada estrategia se detallan a continuación. 
 
3.6.1. Secuenciación del genoma de las cepas A-162, LD-07 y 
RM-71 
La secuenciación de los genomas completos de las cepas A-162, 
LD-07 y RM-71 de P. damselae subsp. damselae se llevó a cabo 
utilizando un secuenciador Illumina MiSeq con cobertura de 100x. 
Las lecturas se ensamblaron mediante el programa SPAdes 3.6 (Nurk 
et al., 2013). La anotación de las secuencias se realizó mediante el 
servicio bioinformático RAST (Rapid Annotation using Subsystem 
Technology) (http://rast.nmpdr.org/) (Overbeek et al., 2014). La 
comparación de los genomas se realizó mediante el servidor RAST y 
el software Mauve 2.3.0. (Darling et al., 2004). Para este análisis 
comparativo y la identificación de genes comunes específicos de cada 
cepa, los supuestos genes ortólogos se definieron como proteínas con 
90% de identidad como mínimo. 
 
3.6.2. Secuenciación clásica o Sanger 
Para la secuenciación de plásmidos o productos de PCR se utilizó 
el kit comercial GenomeLab DTCS quick start kit (Beckman Coulter) 
y el secuenciador CEQ 8000 DNA. Tanto las reacciones de 
secuenciación como la limpieza de las mismas se realizaron siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Cuando se utilizaron como molde 
productos de PCR, éstos se purificaron con el kit comercial 
GeneJETTM Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), y con el 
GeneJETTM Gel Extraction kit (Thermo Fisher Scientific) cuando se 
trataba de bandas recortadas de geles de agarosa. Para el análisis de las 
secuencias obtenidas se emplearon los programas BioEdit Sequence 
Alignment Editor (Hall, 1999) y Vector NTI versión 10.3.0 
(Invitrogen). Mediante el algoritmo BLAST de la base de datos NCBI 
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se analizaron las homologías de las secuencias de nucleótidos 
(programa BLASTn) o aminoácidos (BLASTp) según el caso.
3.7. OTRAS HERRAMIENTAS BIOINFORMÁTICAS Y BASES DE DATOS 
EMPLEADAS
A lo largo del presente trabajo se ha empleado toda una serie de 
herramientas bioinformáticas con fines diferentes: i) la creación de 
árboles filogenéticos basados en el método de Neighbor-joining
(Saitou & Nei, 1987) empleando el programa MEGA6 (Tamura et al.,
2013); ii) la predicción de estructuras proteicas con el servidor Phyre2 
(Protein Homology/analogy Recognition Engine V 2.0) (Kelley et al.,
2015) y la edición de las mismas por Chimera 1.11.2 (Pettersen et al.,
2004); iii) la predicción de dominios proteicos empleando los 
servidores SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)
(Letunic & Bork, 2017) y Pfam 31.0 (Protein families database of
alignments and HMMs (Finn et al., 2016); iv) la predicción de 
péptidos señal de proteínas secretadas dependientes de la vía Sec a 
través de los servidores SignalP4.0 (Petersen et al., 2011), SecretomeP 
(Bendtsen et al., 2005) y MatureP (Orfanoudaki et al., 2017); v) la 
búsqueda de fagos a través del servidor PHAST (PHAge Search Tool)
(Zhou et al., 2011) y de operones de biosíntesis de metabolismo 
secundario mediante el servidor antiSMASH 3.0 (Weber et al., 2015).
En cuanto al uso de bases de datos consultadas, destacamos las 
base de datos de enzimas proteolíticas MEROPS (Rawlings et al.,
ESTerases and alpha/beta-
Hydrolase Enzymes and Relatives) (Lenfant et al., 2013), o la base de 
datos de clasificación estructural de proteínas SCOP2 (Structural
Classification of Proteins) (Andreeva et al., 2014).
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3.8. MUTAGÉNESIS
3.8.1.Obtención de mutantes espontáneos resistentes a 
rifampicina
Debido a la ausencia de resistencias estables en las cepas de P.
damselae subsp. damselae empleadas en este trabajo, fue necesario 
contar con algún fenotipo específico que nos permita seleccionar 
dichas cepas para la realización de la mutagénesis por intercambio 
alélico. Para ello, se procedió a la obtención de un mutante espontáneo 
de resistencia al antibiótico rifampicina. Para el aislamiento del 
mutante se utilizó la técnica de gradiente en placa empleando un 
Las cepas se cultivaron a 25 °C en agitación durante 18 h en 5 mL
de medio TSC-1 y se sembraron alícuotas de 0,1 mL en las placas con 
gradiente de rifampicina, incubándolas a 25 °C durante 36 h. Las 
colonias obtenidas se sembraron en una nueva placa de gradiente de 
rifampicina para estimar el grado de resistencia al antibiótico y se 
incubaron de nuevo a 25 °C durante 36 h.
3.8.2.Mutagénesis por intercambio alélico
La obtención de mutantes por intercambio alélico de los genes a 
estudiar se llevó a cabo mediante la técnica “knock-out”. Esta técnica 
nos permite intercambiar la copia nativa del gen a mutar por una que 
contiene una deleción en la región central del gen. En primer lugar se 
amplificaron por PCR aproximadamente 2 Kb de los extremos 3´y 5´ 
de cada gen conteniendo las regiones flanqueantes, empleando el 
KAPA HIFITM PCR Kit (Kapa Biosystem), de modo que al pegar cada 
extremo obtengamos una mutación no polar por deleción de gran parte 
de la secuencia codificadora del gen. A cada uno de los cebadores 
empleados en la reacción de PCR se le añadió a modo de adaptador la 
secuencia diana de una enzima de restricción que garantizase la 
correcta orientación de los fragmentos. Los adaptadores 2 y 3 
contienen igual diana de restricción, lo que asegura que la 
construcción se realiza en la orientación adecuada. Los cebadores 
empleados a lo largo de este trabajo, destinados a la construcción de 
los diferentes mutantes, se muestran en la Tabla III.6. Los dos 
fragmentos (región 3´y 5´de cada gen) se clonaron en el plásmido 
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pWKS30 de modo secuencial utilizando la cepa de E. coli
construcción se liberó del pWKS30 con NotI-ApaI y se ligó al vector 
suicida pNidKan con marcador de resistencia a Kan (Mouriño et al.,
2004) cortado con las mismas enzimas. Este vector, como derivado de 
pCVD442, contiene el origen de replicación R6K que requiere el gen 
pir (por lo que es necesario almacenarlo en la cepa E. coli pir)
y el gen sacB que confiere sensibilidad a la sacarosa. 
Cada construcción se conjugó desde E. coli pir a P. 
damselae subsp. damselae. Volúmenes de 1 mL de cultivos de las 
cepas donadora y receptora previamente ajustados a una DO600 de 1 se 
centrifugaron y las células se mezclaron conjuntamente en un 
volumen de 100 μL de medio TSC-1. Dicha mezcla se dispensó en 
una placa de medio TSA preparado con agua de mar (20 g/L de TSA 
disuelto en agua de mar) y las células se dejaron conjugando durante 
2-3 días a 25 °C. Tras el periodo de conjugación, se seleccionaron en 
placas de TSA-1 con kanamicina las colonias de P. damselae subsp. 
damselae en las que la construcción se había integrado en su genoma 
por recombinación homóloga. La principal característica del plásmido 
utilizado es su incapacidad de replicarse en P. damselae al carecer del 
gen pir, de manera que solamente se perpetuará cuando se integre en 
el genoma bacteriano por un proceso de recombinación entre 
secuencias homólogas. 
Es necesario un segundo evento de recombinación para que se 
libere el plásmido suicida, y con ello arrastre la copia completa del 
gen, dejando en su lugar la copia delecionada. Una vez integrada la 
construcción en el cromosoma, aproximadamente el 50% de los casos 
la segunda recombinación sucederá en la misma región, y en estos 
casos se libera el plásmido suicida junto con la copia delecionada. En 
el otro 50% de los casos, la recombinación se producirá en el otro 
fragmento, con lo que el vector arrastrará la copia intacta del gen, 
dejando la copia delecionada en el cromosoma. Tras realizar unos 5 
pases en TSC-1, sin presión selectiva para la resistencia del plásmido 
suicida, se cultivaron diluciones decimales seriadas en placas de TSA-
1 suplementadas con 15% de sacarosa. Las bacterias capaces de 
formar colonias son aquellas que han perdido el plásmido suicida y 
con ello el gen sacB. Se comprueba mediante PCR qué colonia es 
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revertiente y cuál es mutante (Fig. III.3). Habitualmente se utilizan los 
cebadores que amplifiquen aproximadamente la zona delecionada, con 
lo que los mutantes producirán productos de PCR más pequeños que 
el gen nativo, mientras que los revertientes mostrarán tamaños 
correspondientes al gen nativo. El mecanismo de obtención de 
mutantes por intercambio alélico se esquematiza en la Fig. III.4. 
Fig. III.3: Comprobación de mutantes por intercambio alélico mediante 
amplificación por PCR de la zona delecionada: (R) revertiente, (M) mutante, (+) 





Tabla III.6: Cebadores empleados para la construcción de los mutantes por 
intercambio alélico indicados (delec. = delecionadas).
Cebador Secuencia 5´- 3´a
pb gen/pb 
delec.




































aLa secuencia subrayada marca las dianas de restricción incluidas en el cebador 




Fig. III.4: Esquema del proceso de mutación por intercambio alélico: El alelo 
mutante se obtiene amplificando las regiones 5’ y 3’ del gen, y uniendo ambos 
fragmentos en un mismo plásmido que facilitará la transferencia de la copia 
delecionada a la bacteria. Tras un primer evento de recombinación, el plásmido se 
inserta en el cromosoma bacteriano. Las colonias recombinantes son seleccionadas 
en base al marcador de resistencia a antibiótico del plásmido (R). Tras sucesivos 
ciclos de división se selecciona una segunda recombinación en la que, 
teóricamente, en un 50% de los casos el plásmido se libera del cromosoma y 
arrastra consigo la copia salvaje del gen. Una vez libre en el citoplasma, el vector 
se perderá en el momento de la división celular ya que, debido a su origen de 
replicación R6K, es incapaz de autoreplicarse en la bacteria. El resultado final de 
todo el proceso es la sustitución cromosómica del gen por su copia delecionada. 
CLONACIÓN
TRANSFERENCIA A LA 
BACTERIA SALVAJE
1ª EVENTO DE RECOMBINACIÓN











3.8.3.Mutagénesis por transposición del mini-Tn10
La mutagénesis mediante el transposón mini-Tn10 se realizó 
empleando el plásmido conjugativo suicida pLOFKm, que contiene el 
gen de la transposasa IS10R bajo el control del promotor Ptac-
inducido por IPTG, así como un gen de resistencia a kanamicina 
flanqueado por elementos móviles (Fig. III.5). El elemento 
transponible utiliza un mecanismo no replicativo.
Fig. III.5: Sección del plásmido pLOF/Kan portadora del transposón mini-Tn10.
Imagen elaborada tomando como referencia la información procedente de Herrero
et al. (1990).
3.8.3.1. Conjugación de P. damselae subsp. damselae con 
mini-Tn10 y activación de la transposasa
Para la conjugación se añadieron 0,1 mL de la mezcla de la cepa 
donadora (E. coli mini-Tn10 cultivada a 37 °C durante 5 h en LB 
líquido y en agitación a 150 rpm) y la cepa receptora (P. damselae
subsp. damselae LD-07 cultivada a 25 °C durante 12 h en TSC-1 y en 
agitación a 150 rpm), con 10 μL de IPTG (activa la expresión de la 
transposasa una vez que se encuentra en la célula receptora), en una 
placa de TSA preparado con agua de mar. La conjugación se incubó 
durante 3 días a 25 °C. Transcurrido el tiempo establecido, se 
sembraron diluciones seriadas de la mezcla de células en placas de LB 
con kanamicina, antibiótico marcador de la inserción del mini-Tn10.
3.8.3.2. Clonación y secuenciación de las zonas adyacentes 
al transposón Tn10
Para poder secuenciar las zonas del genoma de P. damselae 
subsp. damselae que flanquean el gen de resistencia a kanamicina, el 
cual funciona como marcador de la inserción mini-Tn10, se digirió 
parcialmente el ADN de las cepas mutantes con la enzima de 
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continuación se ligó, mediante el uso de ADN ligasa T4 (Thermo 
Fisher Scientific), al plásmido pUC118 previamente cortado con 
BamHI (Thermo Fisher Scientific) y tratado con fosfatasa alcalina 
(Thermo Fisher Scientific). Cabe destacar que los extremos originados 
por la acción de BfuCI y BamHI son compatibles y por lo tanto se van 
a ligar. A continuación se transformó en células electrocompetentes de 
E. coli
transposón mini-Tn10 se seleccionaron sembrando la electroporación 
en placas de LB suplementado con kanamicina. Empleando los 
cebadores universales M13, se amplificaron los fragmentos clonados, 
secuenciando aquéllos que presentaban un tamaño superior a 1.800 pb 
(gen de resistencia a kanamicina flanqueado por elementos móviles). 
Posteriormente, se realizaron predicciones de ORFs y búsqueda de 
homologías.
3.9. COMPLEMENTACIÓN DE LOS MUTANTES CON EL GEN SALVAJE
Para complementar los genes mutados se empleó el plásmido 
pBBR1MCS-5 (Fig. III.6) (Kovach et al., 1995). En las 
complementaciones se amplificó el gen completo, incluyendo la 
región promotora, y se clonó en el vector gracias a adaptadores 
añadidos a la secuencia de los cebadores (Tabla III.7). pBBR1MCS-5
no es un vector de expresión, por lo que debemos incluir un promotor 
funcional con el gen, así que decidimos amplificar los genes con sus 
propios promotores para conservar el patrón de expresión natural,
excepto en el mutante para el gen epsL, en el que se clonó la secuencia 
promotora de hlyAcr. Las construcciones se electroporaron en la cepa 
E. coli S-17- pir, tras lo cual se introdujeron por conjugación en las 
cepas de P. damselae subsp. damselae defectivas para el gen 
determinado, seleccionando la cepa receptora por su resistencia a 
rifampicina y gentamicina, siendo esta última la resistencia conferida 
por el plásmido de clonación pBBR1MCS-5. Por último, el plásmido 
recombinante se aisló de P. damselae y se digirió con las enzimas 
incluidas en los adaptadores verificándose de este modo la presencia 
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del inserto, llegando en el caso de la comparación entre las PhlyC de 
las cepas LD-07 y RM-71 a secuenciar los insertos clonados. Los 
datos obtenidos con las cepas complementadas no son comparables 
cuantitativamente a la cepa salvaje ya que el gen introducido está en 
un número de copia diferente al resto de genes del sistema nativo. Los 
genes complementados y los cebadores utilizados se muestran en la 
Tabla III.7. 
 
Fig. III.6: Mapa del plásmido pBBR1MCS-5 destinado a la complementación de cepas 
mutantes de resistencia a gentamicina, de modo que los clones positivos pueden 
ser fácilmente aislados a partir de la siembra en medios selectivos. Imagen 









3. MATERIAL Y MÉTODOS
77 
Tabla III.7: Lista de cebadores empleados para complementar los mutantes de 
los genes indicados.
Cebador Secuencia 5´- 3´a pb amplif.
promotor + hlyAcr de LD-07:
hlyAcr_LD07_BamHI_F GCGGATCCAGTCCTTCATCAGTGTAGGC 2.500
hlyAcr_LD07_BamHI_R GCGGATCCAATATCGCTAATAATCATAA
promotor + hlyAcr de RM-71:







promotor + fadL1- lip80:
prom_lip80_BamHI_F GCGGATCCCACAGAACGTACTGCTGAAC 4.100
compl_lip80_BamHI_R GCGGATCCGTTTGATGCTTTATCTAGAG
promotor hlyAcr + epsL:
prom_hlyAcr_BamHI_F GCGGATCCAGTCCTTCATCAGTGTAGGC 683
prom_hlyAcr_ EcoRI_R GCGAATTCTCTGCGCCTGTAGAATAATT




aLa secuencia subrayada marca las dianas de restricción incluidas en el cebador 
 
3.10. EXTRACCIÓN DE PRODUCTOS EXTRACELULARES: TÉCNICA DEL 
CELOFÁN
Para obtener los productos extracelulares (ECPs) de las cepas de 
P. damselae subsp. damselae, se extendieron 100 μL procedentes del 
correspondiente cultivo en TSB-1 ajustado a una DO600 de 1, sobre 
placas de TSA-1 cubiertas con celofán estéril empleando un hisopo de 
algodón estéril siguiendo el protocolo establecido por Liu (1957) (Fig. 
III.7). Después de incubar durante 48 horas a 25 °C, se retiraron las 
células bacterianas del celofán con un volumen mínimo de solución 
salina (0,85% de NaCl (p/vol)). Las suspensiones celulares se 
centrifugaron dos veces a 13.000 rpm durante 5 min, y los 
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(Millipore). Todo el proceso de extracción se realizó manteniendo los 
tubos en hielo. Las concentraciones totales de proteínas se 
determinaron de acuerdo con el método de Bradford (Bradford, 1976), 
siendo éstas estandarizadas después de la medición. Una vez 
obtenidos los ECPs se alicuotaron en volúmenes de 50 μL y se 









Fig. III.7: Crecimiento bacteriano sobre placa de 
TSA-1 cubierta con celofán estéril para la 
obtención de los productos extracelulares. 
 
 
3.11. OBTENCIÓN DE SOBRENADANTES A PARTIR DE CULTIVOS 
BACTERIANOS 
Los sobrenadantes de las cepas de P. damselae subsp. damselae a 
analizar procedieron de cultivos celulares que habían alcanzado la 
DO600 deseada. Las suspensiones celulares se centrifugaron dos veces 
a 13.000 rpm a 4 °C durante 5 min, con el fin de eliminar las células 
bacterianas. Posteriormente, y empleando membranas de 0,22 μm de 
poro (Millipore), se filtraron y se dispensaron en tubos eppendorf. Los 
sobrenadantes se mantuvieron en hielo hasta su uso.  
 
 
3.12. ENSAYOS ENZIMÁTICOS: HIDRÓLISIS DE MACROMOLÉCULAS 
3.12.1. Ensayos de actividad hemolítica  
A la hora de estudiar la actividad hemolítica de las cepas de P. 
damselae subsp. damselae y sus derivados, se siguieron dos métodos 
diferentes. El primero de ellos consistió en un método cualitativo 
basado en el tamaño de los halos hemolíticos en placas de agar 
suplementadas con sangre al 5%, mientras que el segundo es un 
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método cuantitativo, dado que medimos en el espectrofotómetro la 
cantidad de hemoglobina liberada en una suspensión de eritrocitos. 
 
3.12.1.1. Medición de la actividad hemolítica en placas de 
agar sangre 
Las placas de agar sangre se elaboraron añadiendo bajo 
condiciones asépticas sangre de oveja, conejo o trucha al medio de 
cultivo TSA-1 hasta alcanzar una concentración final del 5% (v/v). 
Además, en los experimentos en los que fue requerido también se 
añadió emulsión de yema de huevo comercial (Oxoid) hasta una 
concentración final del 5% (v/v). Las placas de sangre de oveja se 
adquirieron comercialmente (Oxoid). La determinación de la actividad 
hemolítica mediante este método cualitativo, consiste en la detección 
de un halo de degradación transparente alrededor de la colonia, en el 
caso de ser positiva, o ausencia del mismo, ante un resultado negativo 
(Fig. III.8). Para ello, se sembró una colonia de cada cepa en cuestión 
con la base redonda de un palillo de madera en una placa de agar 
sangre, en algunos casos, y en otros se añadieron 5 µL de un cultivo 
en TSC-1 de DO600 de 1. En el caso del estudio de la actividad 
hemolítica de productos extracelulares o sobrenadantes, se añadieron 
5 µL de los mismos sobre la placa de agar sangre. La placa se incubó 
durante 24 horas a 25 °C y se midió el halo de hemólisis originado. 
Definimos el tamaño del halo de hemólisis como la distancia que 
existe entre el borde externo de la zona de crecimiento bacteriano y el 
extremo de la zona hemolizada.  
 
 
Fig. III.8: A la izquierda, cepa bacteriana con actividad hemolítica detectada por la 
presencia de halo de degradación en TSA-1 suplementado con sangre. A la derecha, 
cepa bacteriana sin actividad hemolítica. 
 
Hemólisis (+) Hemólisis (-)
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3.12.1.2. Medición de la actividad hemolítica a partir de 
productos extracelulares o sobrenadantes 
Para la realización de este ensayo fue necesario disponer de los 
productos extracelulares o de los sobrenadantes de las cepas a ensayar 
mediante las técnicas anteriormente descritas. Los ensayos de 
hemólisis se realizaron empleando eritrocitos de oveja (Oxoid) y 
conejo (Oxoid) y placas de 96 pocillos. Los eritrocitos se lavaron 
varias veces con PBS (pH 7,4) mediante centrifugación (3.000 rpm/5 
min/4 °C) para obtener una suspensión de eritrocitos libre de 
hemoglobina al 5%. En placas de 96 pocillos de fondo cóncavo, se 
realizaron diluciones ½ de los diferentes productos extracelulares o 
sobrenadantes, y se mezclaron 50 μL de cada dilución con 50 μL de 
sangre al 5%. Una vez mezclados se incubaron durante el tiempo 
estimado para el experimento a 25 °C. Posteriormente se centrifugó a 
800 rpm/5 min/4 °C, se tomaron 10 μL de cada sobrenadante y se 
pasaron a una nueva placa de 96 pocillos de fondo plano, añadiendo 
además 90 μL de PBS por pocillo. La determinación del grado de lisis 
de los eritrocitos, y por consiguiente la cantidad de hemoglobina 
liberada, se realizó midiendo en un espectrofotómetro la absorbancia a 
405 nm de la anterior mezcla (Fig. III.9). Como control negativo se 
utilizaron 100 μL de PBS y como control positivo 100 μL de agua 
destilada. Se realizaron un total de 3 réplicas.  
 
Fig. III.9: Muestras preparadas para la medición espectrofotométrica de la cantidad 
de hemoglobina liberada en los ensayos de hemólisis en líquido con productos 
extracelulares de P. damselae subsp. damselae. Nótese la disminución de la 
hemoglobina liberada a medida que aumentamos la dilución (de izquierda a 
derecha). 
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3.12.2. Ensayos de actividad lipolítica 
3.12.2.1. Ensayos de actividad lipasa/esterasa: hidrólisis de 
tween 80 y tween 20 
La capacidad para hidrolizar el tween 80 (monooleato de 
polioxietilen(20)sorbitano) y tween 20 (monolaurato de 
polioxietilen(20)sorbitano) se ha determinado según el método de 
Sierra (1957). Este ensayo pone de manifiesto la capacidad de las 
bacterias para liberar los ácidos oleico y láurico contenidos en el 
tween 80 y 20, respectivamente (Fig. III.10A). Para ello, los 
microorganismos se hacen crecer en placas de TSA-1 suplementadas 
con tween 80 (Sigma) o tween 20 (Sigma) al 1%, y se incubarán 
durante 2 o 3 días a 25 °C, leyéndose los resultados a partir de las 24 
horas. Si el microorganismo es capaz de hidrolizar el medio tween, 
aparecerá en el medio de cultivo un precipitado alrededor del 
crecimiento bacteriano debido a la precipitación de los ácidos grasos 
liberados por la hidrólisis (Fig. III.10B). Cuando la bacteria no posee 
la capacidad para hidrolizar el tween no se observa ningún tipo de 
precipitado.  
 
Fig. III.10: (A) Estructura y fórmulas del tween 80 y el tween-20. (B) A la izquierda, 
bacteria con actividad lipolítica positiva detectable por la presencia de precipitado 
en TSA-1 suplementado con tween 80 o 20. A la derecha, bacteria sin actividad 
lipolítica. 











3.12.2.2.Ensayos de actividad fosfolipasa
A la hora de estudiar la capacidad fosfolipasa de las diversas cepas 
de P. damselae subsp. damselae y sus derivados, se siguió un método 
cualitativo basado en la medición de un halo de precipitado que 
aparece tras incubar una cepa positiva para este carácter en un medio 
con fosfolípidos aportados por la yema de huevo incorporada al 
mismo (Fig. III.11). Las placas para la detección de la actividad 
fosfolipasa se elaboraron con TSA-1 suplementadas con extracto de 
yema de huevo comercial (Oxoid) al 3%. Para determinar la capacidad 
de hidrolizar fosfolípidos, sembramos una colonia de cada cepa con la 
base de un palillo de madera en una placa de TSA-1 con yema de 
huevo. En otro casos, añadimos 5 μL de un cultivo de la cepa a 
estudiar (DO600=1). En el caso del estudio de la actividad fosfolipasa 
de los productos extracelulares, se añadieron 10 μL de los mismos. 
Las placas se incubaron durante 24 horas a 25 °C y se midieron los 
halos de precipitado originados. Definimos el tamaño del halo de 
precipitado como la distancia que existe entre el borde externo de la 
zona de crecimiento bacteriano y el extremo de la zona hidrolizada.
Fig. III.11: A la izquierda, cepa bacteriana 
con actividad fosfolipasa detectada por la 
presencia de un halo de precipitado en 
TSA-1 con emulsión de yema de huevo. A 
la derecha, cepa bacteriana sin capacidad 
fosfolipasa.
3.12.3. Ensayos de actividad proteolítica
3.12.3.1.Ensayos de actividad caseinasa: hidrólisis de caseína
Con la finalidad de detectar la actividad proteolítica en bacterias, 
estos microorganismos se hacen crecer en un medio que contiene 
caseína y que consta de dos fracciones: i) TSA-1 y ii) leche desnatada 
en polvo (40 g/L). La lectura de la prueba se realiza observando la 
aparición de un halo transparente alrededor del crecimiento 
bacteriano, cuando la bacteria es capaz de hidrolizar la caseína, y
ausencia del mismo ante la ausencia de hidrólisis (Fig. III.12). El 
periodo de incubación para las cepas objeto de estudio fue de 24 horas 
a 25 °C.
Fosfolipasa (-)Fosfolipasa (+)
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Fig. III.12: A la izquierda, cepa bacteriana con 
actividad caseinasa positiva detectable por la 
presencia de halo de degradación en TSA-1
suplementado con leche desnatada. A la 
derecha, cepa sin actividad caseinasa.
3.12.3.2.Ensayos de actividad gelatinolítica y colagenolítica
3.12.3.2.1. Actividad gelatinasa: hidrólisis de gelatina 
Para la detección de la actividad gelatinasa, las cepas bacterianas 
se inocularon en placas de TSA-1 suplementadas al 3% con gelatina 
comercial (Oxoid). Tras su incubación durante 48 horas a 25 °C se 
procedió al revelado por adición de cloruro de mercurio al 12,5% 
(p/v). Tras un periodo de tiempo, y empleando un fondo oscuro, 
vislumbraremos un precipitado blanco que indica la presencia de la 
gelatina no hidrolizada. Por el contrario, la ausencia del precipitado en 
la región de crecimiento bacteriano apunta a la hidrólisis de la gelatina 
(Fig. III.13). 
 
Fig. III.13: Cepas bacterianas con actividad gelatinolítica positiva detectable por la 
presencia de halo de degradación, y cepa bacteriana sin actividad gelatinasa en 
TSA-1 suplementado con gelatina.
3.12.3.2.2. Actividad colagenasa: hidrólisis del 
péptido sintético FALGPA
La medición cuantitativa de la actividad colagenolítica se realizó 
determinando la hidrólisis del péptido sintético FALGPA (2-
furanacryloyl-Leu-Gly-Pro-Ala). La cuantificación de la hidrólisis de 
FALGPA se realizó midiendo en un espectrofotómetro la absorbancia 
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(1981). FALGPA es considerado como un péptido sintético idóneo y 
específico para el estudio de las colagenasas bacterianas (Lim et al.,
1995). Este péptido es hidrolizado más rápidamente por la colagenasa 
que cualquier otro sustrato sintético comúnmente utilizado, pero no es 
escindido por ninguna de las proteasas conocidas como tripsina, 
termolisina o elastasa (Van Wart & Steinbrink, 1981). La hidrólisis de 
FALGPA en el enlace Leu-Gly por la colagenasa a FAL y Gly-Pro-
Ala da como resultado una disminución de la absorbancia a 345 nm
(Fig. III.14). La mezcla de reacción consistió en 1 mM de FALGPA 
(Sigma) en Tricina 50 mM, NaCl al 400 mM, y 10 mM de CaCl2 (pH 
7.5). Esta prueba se repitió un total de tres veces para garantizar que 
los resultados fueran reproducibles. 
Fig. III.14: Reacción en la que se basa 
la determinación espectrofotométrica 
(345 nm) de la actividad colagenasa.
3.13. ENSAYOS DE VIRULENCIA EN LUBINA
Con el fin de llevar a cabo los ensayos de virulencia en lubina, se 
utilizaron alevines de aproximadamente 6 g de peso. Previamente al 
ensayo, los peces se aclimataron durante 24 h al ambiente de ensayo 
para evitar posibles episodios de estrés. La temperatura del agua se 
estableció en 24 °C. La preparación de los inóculos se realizó a partir 
de cultivos frescos de 12 h en TSA-1, resuspendiendo las células en 
solución salina (0.85% (p/v)) y ajustando las densidades celulares a 
una DO600 de 1,5. La determinación del número de bacterias 
inyectadas en el inóculo se realizó mediante la siembra en placas de 
TSA-1 de diluciones decimales seriadas en solución salina de la 
suspensión inicial. Se inocularon intraperitonealmente 0,1 mL por pez 
(2,5 x 106 UFC/pez), empleando 10 peces por cada dosis. Como 
control negativo se inocularon 10 peces intraperitonealmente con 
solución salina. 
Los peces se observaron diariamente a lo largo de 7 días tras la 
inoculación. Se analizaron todos los peces muertos y en todos los 
casos se obtuvieron cultivos puros del riñón, confirmando la presencia 
colagenasa
Donde:
3. MATERIAL Y MÉTODOS 
85 
de P. damselae subsp. damselae mediante la amplificación del gen 
ureC (Ure-5: TCCGGAATAGGTAAAGCGGG; Ure-3: 
CTTGAATATCCATCTCATCTGC; tamaño de amplificación = 448 
pb) (Osorio et al., 2000b), y comprobando así que las mortalidades 
eran causadas por las bacterias inoculadas. El grado de virulencia de 
expresó como porcentaje de supervivencia. El protocolo de 
experimentación con animales utilizados en este estudio (Código de 
procedimiento 15004/14/003) ha sido revisado y aprobado por el 
Comité de Ética de Experimentación Animal (CEEA) de la 
Universidade de Santiago de Compostela. 
 
 
3.14. LÍNEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO 
La línea epitelial de pez EPC (epitelioma papuloso de carpa) 
(Fijan et al., 1983) se cultivó en medio mínimo esencial Eagle 
(EMEM) con sales Earle y suplementada con 10% (vol/vol) de suero 
fetal bovino (FBS, Lonza) y penicilina (100 IU mL-1), en un incubador 
a 25 °C. La línea celular de queratinocitos humanos HaCaT (Boukamp 
et al., 1988) se cultivó en medio Dulbecco modificado del medio 
Eagle (DMEM)/F-12 GlutaMAX-I suplementado con 10% de suero 
fetal bovino, 1% de tampón HEPES y 1% de penicilina-estreptomicina 
en un incubador humificador con 5% de CO2 a 37 °C. En lo relativo a 
las células fibroblásticas de pez cebra AB.9 (Badakov & Jazwinska, 
2006), éstas se cultivaron en medio DMEM GlutaMAX-I con 15% de 
suero fetal bovino, 1% de tampón HEPES y 1% de penicilina-
estreptomicina en un incubador humificador con 5% de CO2 a 28 °C. 
Todos los medios y aditivos proceden de la compañía Life 
Technologies. En la Fig. III.15 podemos observar la morfología y 
disposición en el tapiz de las líneas celulares empleadas. 
 
Fig. III.15: Disposición en el tapiz celular de las líneas celulares epiteliales EPC (A) 
y HaCaT (B), y fibroblástica AB.9 (C). Imágenes procedentes de ATCC (The Global 
Bioresource Center), Boukamp et al. (1988) (CC) y Badakov & Jazwinska (2006) (con 







3.15. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD
3.15.1. Microscopía óptica: efectos sobre el tapiz y morfología 
celulares 
Este ensayo de citotoxicidad se realizó mediante el protocolo 
descrito por Wang et al. (1998). Para este ensayo de citotoxicidad, se 
prepararon placas de 12 pocillos de cultivos de células EPC y se 
incubaron a 20 °C hasta alcanzar la confluencia celular. Cada cepa 
bacteriana a ensayar se cultivó en placas de TSA-1. Tras 12 horas de 
incubación a 25 °C se resuspendieron las células bacterianas en 
solución salina (0,85% de NaCl) hasta alcanzar una DO600 de 1,5, y se 
añadieron 0,2 mL de cada suspensión bacteriana a las células EPC. 
Como control negativo se utilizó solución salina. Cada experimento se 
realizó por triplicado. El desarrollo de los efectos citotóxicos se 
observó después de 6, 24 y 48 horas después de la inoculación 
empleando un microscopio de contraste de fase invertido (Nikon) con 
un aumento de 200x.
3.15.2. Ensayos de azul de tripán
El azul de tripán (AT) es una molécula polar, cuya carga eléctrica 
y tamaño le impiden atravesar las membranas celulares intactas, pero 
puede penetrar en el interior celular cuando la integridad de éstas sea 
alterada por un elemento tóxico (Fig. III.16A). El ensayo de tinción 
por exclusión mediante el colorante AT (Ehrlich & Shiga, 1904), 
corresponde al recuento de células eucariotas que no son capaces de 
incorporar el susodicho colorante tras la incubación de éstas con una 
sustancia citotóxica (Fig. III.16B). 
Para la realización de este experimento fue necesario en primer 
lugar sembrar las células HaCaT y AB.9 en placas de 96 pocillos a 
una densidad de 1x104 células/pocillo e incubarlas durante 24 horas a 
37 °C y 25°C, respectivamente. Después del tiempo de incubación, el 
medio de cultivo se reemplazó por medio que contenía la cepa 
bacteriana a estudiar (MOI (multiplicidad de infección) de 1:50), 
manteniendo las infecciones a 37 °C (HaCaT) y 28 °C (AB.9) durante 
90 min. Posteriormente, el medio se intercambió con medio fresco y 
colorante azul de tripán a una proporción de ½, dejando incubar la 
mezcla durante 10 min. A continuación, las células se lavaron 
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cuidadosamente con PBS. El recuento de células teñidas por el 
colorante azul de tripán y las no teñidas se realizó visualmente 
empleando la cámara de Neubauer. Cada pocillo ensayado se dividió 
en cuadrantes, y se obtuvieron valores medios de cuatro recuadros 
individuales de 100 células. Los experimentos se llevaron a cabo por 
triplicado.  
 
Fig. III.16: (A) Molécula del colorante azul de tripán. Por su tamaño y carga la 
molécula de azul de tripán no es capaz de interiorizarse en las células eucariotas 
cuyas membranas citoplasmáticas están intactas. (B) Representación esquemática 
de la cámara de Neubauer con células dañadas que permiten la entrada del 
colorante, y células viables sin teñir, tras su exposición con una sustancia tóxica. 
 
3.15.3. Ensayos de ATP celular 
El ATP sirve como el principal donador inmediato de energía y 
está presente en todas las células metabólicamente activas. El ATP se 
ha utilizado como una herramienta para medir la integridad funcional 
de las células vivas, ya que todas las células requieren de ATP para 
permanecer con vida y llevar a cabo su especialización funcional. La 




células teñidas = dañadas
células blancas = viables
Peso molecular: 872,88 g/mol
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procesos catabólicos y anabólicos (Hipler, 2007). Una lesión celular 
produce una disminución rápida del ATP citoplasmático, dado que 
cuando las células pierden la integridad de la membrana, pierden la 
capacidad de sintetizar ATP y las ATPasas endógenas agotan 
rápidamente cualquier ATP restante en el citoplasma (Riss et al., 
2016) (Fig. III.17B). La medición del ATP es, por tanto, fundamental 
para el estudio de los procesos vitales. Se han utilizado muchos 
métodos para la determinación de ATP, pero ahora la técnica más 
exitosa es el método bioluminiscente, debido a su sensibilidad (Hipler, 
2007). El uso de la luciferasa de luciérnagas es el método más 
comúnmente aplicado para estimar el número de células viables, así 
como el más sensible y menos propenso a los artefactos que otros 
métodos de análisis de viabilidad (Riss et al., 2016). El reactivo de 
detección de ATP contiene detergente para la lisis celular, inhibidores 
de ATPasa para estabilizar el ATP que se libera de las células lisadas, 
luciferina como sustrato y la forma estable de luciferasa para catalizar 
la reacción que genera los fotones de luz (Riss et al., 2016). Un 
esquema simplificado de la reacción se muestra en la Fig. III.17A. 
En los ensayos de ATP celular, se sembraron en primer lugar las 
células HaCaT y AB.9 en placas de 96 pocillos a una densidad de 
1x104 células/pocillo y posteriormente se incubaron durante 24 horas 
a 37 °C y 25°C, respectivamente. Después del periodo de incubación, 
el medio de cultivo se sustituyó con los ECPs correspondientes 
diluidos (400 µg/mL) y con los controles del medio. Se incubó durante 
90 min a las temperaturas idóneas para cada línea celular. La cantidad 
total de ATP celular presente en el lisado celular se midió 
luminométricamente empleando el ensayo basado en la luciferasa de 
luciérnaga tal y como ha sido descrito por Haugwitz y colaboradores 
(2006), y empleando el kit comercial ATP Bioluminescence Assay kit 
CLS II (ROCHE). 
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Fig. III.17: (A) Esquema de la reacción entre la luciferina y el ATP citoplasmático catalizada por la luciferasa, generando luz 
visible a 562nm. (B) Ante un compuesto potencialmente tóxico, podemos toparnos ante dos situaciones: que éste no sea 
tóxico, y por lo tanto no altere la integridad de la membrana celular, o que sea tóxico, desencadenando daño en la célula. La 
síntesis de ATP en la célula viable seguirá el curso normal, mientras que en la célula dañada ésta se abolirá, lo que llevará a 
la ATPasa a consumir el ATP citoplasmático que todavía hay. El reactivo de luciferasa contiene detergente para la lisis 
celular, luciferina como sustrato y luciferasa. La luciferasa ante la presencia de luciferina y ATP originará luz visible a 
562nm. La cantidad de fotones es proporcional a la concentración de ATP celular. Según el daño celular ocasionado, la 


































































4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
4.1. VIRULENCIA Y CITOTOXICIDAD DE LAS CEPAS DE P. DAMSELAE
SUBSP. DAMSELAE CARENTES DEL PLÁSMIDO DE VIRULENCIA 
PPHDD1
Como ya se ha mencionado en la introducción, en los últimos 
años P. damselae subsp. damselae ha sido aislada como agente causal 
de enfermedad en nuevas especies de peces cultivados. Además, 
también se ha descrito su aislamiento en brotes de mortalidades en 
peces cultivados, en zonas geográficas donde no se había notificado 
previamente, tales como Egipto (Abdel-Aziz et al., 2013), Túnez 
(Khouadja et al., 2014) y el Mar Negro (Terceti et al., 2016). 
Recientemente, se han identificado algunos de los principales factores 
relacionados con la virulencia de cepas de P. damselae subsp. 
damselae: la toxina formadora de poro fobalisina plasmídica (PhlyP) y 
la fosfolipasa con capacidad hemolítica damselisina (Dly), ambas 
codificadas en el plásmido pPHDD1; y la fobalisina cromosómica 
PhlyC (Rivas et al., 2011; Rivas et al., 2013a, Rivas et al., 2013b).
Si bien es cierto que los principales factores de virulencia se 
hallan circunscritos a un elemento móvil, Osorio et al. (2000a) ya 
habían demostrado que la presencia de dly no es un requisito para la 
patogenicidad de P. damselae subsp. damselae, por lo que la presencia 
de pPHHD1 tampoco lo es. Asimismo, la mayoría de las cepas de este 
patógeno aisladas recientemente de brotes en granjas acuícolas 
carecen de dicho plásmido (Labella et al., 2010a; Rivas et al., 2014; 
Terceti et al., 2016), por lo que es necesario iniciar estudios 
destinados a esclarecer las bases genéticas de la virulencia de este tipo 
de cepas. Para ello, el primer paso a seguir consistió en comparar los 
grados de virulencia y citotoxicidad de una cepa de P. damselae 
subsp. damselae portadora del plásmido de virulencia pPHDD1 (
pPHDD1) y de una cepa carente del mismo ( pPHDD1).
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4.1.1.Comparación del grado de virulencia entre las cepas de 
P. damselae subsp. damselae LD-07 ( pPHDD1) y RM-
71 ( pPHDD1)
Un estudio realizado por Fouz et al. (1993), ya había observado 
diferencias en los grados de virulencia entre cepas de P. damselae
subsp. damselae, llegando incluso a clasificarlas en cepas muy 
virulentas, moderadamente virulentas y avirulentas, mucho tiempo 
antes de que pPHDD1 hubiese sido descrito. Para evaluar las 
diferencias en la virulencia para lubina entre una cepa sin plásmido y 
una cepa portadora de pPHDD1, se realizaron ensayos de virulencia 
por vía intraperitoneal (sección 3.13 de Material y Métodos), 
seleccionando los derivados resistentes al antibiótico rifampicina de la 
cepa LD-07 (AVL49) y de la cepa RM-71 (AR57), debido a su 
susceptibilidad a la modificación genética y facilitación en la 
selección después de los experimentos de conjugación (Rivas et al.,
2011; Rivas et al., 2013b). La obtención de los mutantes espontáneos 
a rifampicina se realizó acorde al protocolo indicado en la sección 
3.8.1 de Material y Métodos. 
Es necesario resaltar que los peces se aclimataron en tanques de 
100 litros a 24 °C durante una semana antes de realizar el desafío, 
manteniendo esta temperatura durante todo el experimento. Las 
pruebas de virulencia se llevaron a cabo por inoculación vía 
intraperitoneal de suspensiones bacterianas en solución salina al 
0,85%, empleando dos dosis de 1 x 105 UFC/pez y 2,5 x 106 UFC/pez 
e infectando un total de 10 lubinas por cepa a ensayar. Además, la 
mortalidad de los peces se registró diariamente durante 8 días post-
inoculación, y se aislaron en TSA-1 y TCBS las cepas inoculadas a 
partir de los riñones de los peces muertos (Fig. IV.2), resultando las 
colonias aisladas positivas para la PCR del gen ureC específico de la 
subespecie con los cebadores ureC-5´y ureC-3´ (Osorio et al., 2000b).
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Fig. IV.1: Supervivencia (%) de lubinas tras inoculación intraperitoneal con dos 
dosis (1 x 105 UFC/pez y 2,5 x 106 UFC/pez) de las cepas de P. damselae subsp. 
damselae AR57 portadora del plásmido virulento pPHDD1 y su derivado mutante 
para los genes Δdly y ΔhlyApl (AR78); y la cepa AVL49 carente de pPHDD1 (ver Tabla 
III.2 de Material y Métodos) (n=10 peces por cepa). 
 
Tal y como podemos observar en la Fig. IV.1, a una dosis de 1 x 
105 UFC/pez, la cepa AVL49 (∄ pPHDD1), no causó muerte en los 
peces después de 8 días post-infección, mientras que la cepa AR57 (∃ 
pPHDD1) mató el 100% de los animales en las primeras 24 horas. Sin 
embargo, la inoculación de 2,5 x 106 UFC/pez de AVL49 mató al 80% 
de las lubinas después de 8 días, mientras que a la misma dosis, AR57 
causó el deceso fulminante del 100% de los peces durante las primeras 
24 horas post-inoculación (Fig. IV.1). Estas observaciones sugieren 
que la cepa sin plásmido AVL49 es menos virulenta que la cepa 
AR57, resultados acordes a los obtenidos en el estudio de Fouz et al. 
(1993), en el que las cepas RG-91, RM-71 y CDC-2227-81 portadoras 
de pPHDD1 (Rivas et al., 2011), eran las más virulentas, y la cepa 
LD-07 carente del mismo (Rivas et al., 2011), moderadamente 
virulenta.  
Con el fin de determinar si las diferencias de virulencia entre la 
cepa AR57 (∃ pPHDD1) y la cepa AVL49 (∄ pPHDD1) fueron 
causadas, al menos en parte, por Dly y PhlyP, y de si la toxina PhlyC 
de AR57 intervenía en la virulencia bajo nuestras condiciones 
experimentales, se realizaron ensayos de virulencia con un mutante 
doble Δdly ΔhlyApl en AR57 (AR78). Para ello, inoculamos lubinas 
con AR78 a una dosis de 2,5 x 106 UFC/pez. Si bien mostró un retraso 
temporal en el patrón de mortalidad con respecto a la cepa parental, el 
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segundo día post-inoculación, siendo más virulento que la cepa 
AVL49 en la misma dosis (Fig. IV.1). En contraposición a nuestros 
resultados, Rivas et al. (2013b) habían afirmado la necesidad de la 
presencia de pPHDD1 para una virulencia completa en ratones y 
rodaballo. Además, Rivas et al. (2013b) mostraron que la cepa AR78 
no era capaz de causar la muerte en rodaballo (a una dosis de 2,1 x104
UFC/pez para rodaballos de 15 g de peso y a una temperatura inferior 
a 24 ºC). Esta diferencia de resultados podría deberse bien a la dosis 
(no observamos mortalidades a una dosis de 1 x 105 UFC/pez), o bien 
al hospedador y temperatura empleados. Es interesante apuntar que a 
estos autores ya les había llamado la atención que PhlyC, con 
homólogos en varias especies de Vibrio, algunos de ellos patógenos de 
peces, no fuese tóxica para el modelo de pez elegido a menos que 
fuese acompañada de Dly. 
Estos resultados sugieren que la cepa AVL49 carente de pPHDD1 
es capaz de desarrollar una enfermedad en lubinas, y que la toxina 
PhlyC de la cepa AR78 ( pPHDD1) también es tóxica para lubinas 
bajo nuestras condiciones de experimentación. Por otro lado, a pesar 
de que AR78 y AVL49 solo comparten, a priori, la hemolisina PhlyC, 
la cepa portadora de pPHDD1 presenta valores de virulencia más 
altos. Esta diferencia podría deberse a una mayor actividad de la 
hemolisina PhlyC en cepas con pPHDD1, bien porque sea más activa 
o bien por estar incrementada su expresión por la deleción de Dly y 
PhlyP (pPHDD1 presenta posibles proteínas reguladoras), o por la 
acción de proteínas desconocidas codificadas en pPHDD1 (Rivas et 
al., 2011).
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Fig. IV.2: (A) Signos externos e internos en lubinas infectadas experimentalmente 
con P. damselae subsp. damselae durante los ensayos de virulencia. (B) 
Electroforesis en gel de agarosa al 2% de la amplificación del gen ureC en las 38 
colonias de P. damselae subsp. damselae aisladas de los peces muertos durante el 
ensayo de virulencia. (M) Marcador de peso molecular 100 pb (O´GeneRuler); (C+) 
P. damselae subsp. damselae AVL49. 
 
4.1.2. Comparación de la citotoxicidad entre las cepas LD-07 
(∄ pPHDD1) y AR78 (∃ pPHDD1) 
Con respecto al potencial citotóxico de P. damselae subsp. 
damselae, Fouz et al. (1993) y Labella et al. (2010a) ya habían 
demostrado la toxicidad de diversas cepas, portadoras o no de 
pPHDD1, en líneas celulares de peces y de mamíferos, datos que se 
constataron en estudios posteriores (Rivas et al., 2011; Rivas et al., 
2014). Con el fin de contrastar las citotoxicidades de cepas de P. 
damselae subsp. damselae sin y con pPHDD1, eliminando los efectos 
de los factores de virulencia plasmídicos Dly y PhlyP, realizamos un 
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los efectos causados por los productos extracelulares (ECPs) de la 
dly hlyApl) y de la cepa parental AVL49 (
pPHDD1). El experimento de toxicidad se realizó empleando la línea 
celular AB.9 de pez cebra. Como se observa en la Fig. IV.3, los datos 
obtenidos mostraron que la cepa AR78 disminuyó en 10 veces el ATP 
celular de las células AB.9 comparado con la cepa AVL49. Es decir, 
el daño ocasionado por los ECPs de la cepa AR78 en las células 
eucariotas, ocasionó la disminución del 95% de su ATP intracelular, 
manteniéndose únicamente el 5% de su ATP celular. En 
contraposición, AVL49 provocó la reducción del 50% del ATP de las 
células AB.9.
 
Fig. IV.3: Porcentaje de ATP celular en células eucariotas (línea celular AB.9 de 
pez cebra) tratadas con productos extracelulares (ECPs) de P. damselae subsp. 
damselae. El ATP se midió después de incubar las células AB.9 a 28 °C con ECPs de 
las cepas indicadas (400 μg/mL proteína total) durante 90 min. Control: medio de 
determinó mediante una prueba t de Student de dos colas, no apareada y 
paramétrica.
Corroborando el resultado obtenido en el ensayo de virulencia, la 
cepa carente de pPHDD1 AVL49 es citotóxica para la línea celular 
AB.9. Además, al igual que se observó en los datos de la virulencia, la 
citotoxicidad de la cepa AR78, a pesar de no producir las toxinas Dly 
y PhlyP, sigue siendo mayor que la de la cepa carente de plásmido. 
Por otro parte, estos datos sugieren que la toxicidad de P. damselae
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4.2. BÚSQUEDA DE NUEVOS FACTORES DE VIRULENCIA: ANÁLISIS 
COMPARATIVO DE CUATRO GENOMAS DE P. DAMSELAE SUBSP.
DAMSELAE
Tal y como hemos concluido en el apartado anterior, la cepa de P. 
damselae subsp. damselae AVL49 (derivado resistente a rifampicina 
de la cepa salvaje LD-07) carente de pPHDD1, presenta factores de 
virulencia secretados, capaces de causar toxicidad en células de pez 
cebra. Con la finalidad de identificar algunos de los factores de 
virulencia secretados, y obtener una visión general de las diferencias 
genéticas entre las cepas portadoras y las no portadoras del plásmido 
pPHDD1, procedimos a la obtención de la secuencia completa de los 
genomas de la cepa con pPHDD1 RM-71, así como de las cepas A-
162 y LD-07, carentes del mismo, y realizamos un análisis 
comparativo utilizando como referencia el genoma de la cepa tipo CIP 
102761 (nº de acceso GenBank ADBS00000000), cepa también 
portadora de pPHDD1.
4.2.1.Características generales de los genomas a estudiar
La secuenciación de los genomas completos de las cepas A-162, 
LD-07 y RM-71 de P. damselae subsp. damselae se llevó a cabo 
utilizando un secuenciador Illumina MiSeq, a partir del que se 
obtuvieron lecturas fiables posteriormente ensambladas y anotadas 
empleando las herramientas bioinformáticas adecuadas (sección 3.6.1
de Material y Métodos). 
La presencia de dos cromosomas es una característica de la 
familia Vibrionaceae (Thompson et al., 2009), y al igual que en el 
resto de los miembros de esta familia, el cromosoma I (de mayor 
tamaño) de Photobacterium parece estar más conservado entre las 
diversas especies (Machado & Gram, 2017). En él se organizan los 
genes fundamentales para la supervivencia de la bacteria (Okada et 
al., 2005). Por el contrario, el cromosoma II es más variable, de menor 
tamaño y alberga las principales diferencias genómicas entre las cepas 
de la misma especie (Machado & Gram, 2017). Por otra parte, la 
composición de los genes y su posicionamiento están más 
conservados en el cromosoma grande en comparación con el 
cromosoma pequeño (Reen et al., 2006). Estas características son 
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típicas de bacterias con múltiples cromosomas (Harrison et al., 2010). 
En nuestro caso, Photobacterium damselae subsp. damselae, como 
miembro de la familia Vibrionaceae, también presenta una disposición 
genómica de dos cromosomas (más abajo, Fig. IV.6). Según Machado 
& Gram (2017), el cromosoma secundario junto con los plásmidos y 
demás elementos móviles, parecen ser la fuente de la plasticidad 
genética reflejada en los diferentes fenotipos observados dentro de los 
miembros del género Photobacterium, y de la familia Vibrionaceae en 
general. Del mismo modo, Balado et al. (2017b) también apoyarían la 
teoría de que los cromosomas secundarios son bancos de pruebas 
evolutivas sometidos a mayores tasas de cambio, al descubrir un 
mayor número de pseudogenes en el cromosoma II de P. damselae
subsp. piscicida. Debemos destacar que de los cuatro genomas 
analizados en el presente estudio, solamente el genoma de la cepa tipo 
CIP 102761 está cerrado, lo cual nos permite distinguir los dos 
cromosomas, en cambio, en el resto, esta distinción solo la podemos 
visualizar a la hora de compararlos con CIP 102761. 
El genoma de P. damselae subsp. damselae CIP 102761 difiere en 
cuanto a tamaño y en número de genes de las otras tres cepas 
analizadas (Tabla IV.1). El genoma completo de esta cepa suma un 
total de 5.046.328 pb y un contenido medio de guanina+citosina (GC) 
del 40,7% (Tabla IV.1). La anotación basada en el servidor RAST 
(Overbeek et al., 2014) identificó 4.267 secuencias codificantes 
predichas (CDS), 4.572 genes y 223 ARNs en el genoma de CIP 
102761 (Tabla IV.1). La secuencia actualmente disponible de CIP 
102761 presenta 8 contigs (Tabla IV.1). El cromosoma I (C-I) se 
presenta en un único contig (contig 58), que consta de 3.236.779 pb. 
Por su parte, el cromosoma II (C-II) contenido en el contig 57, posee 
1.307.345 pb. El resto de los contigs pertenecen a plásmidos o a 
diversas secuencias no ensambladas, entre los que se ha identificado el 
plásmido virulento pPHDD1 (153 Kb) (Rivas et al., 2011), que 
codifica la hemolisina PhlyP y la damselisina (Dly) y se encuentra en 
aquellas cepas más virulentas (Rivas et al., 2013b), y un plásmido al 
que hemos denominado pPHDD203 (203 Kb) que codifica un posible 
sistema de secreción de tipo III, pero que no hemos caracterizado a 
nivel funcional (Tabla IV.1).
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Tabla IV.1: Características generales de los genomas de Photobacterium
damselae subsp. damselae analizados en este trabajo. (+/-) presencia o 
ausencia; entre paréntesis códigos de proteínas. 
Características Cepas
CIP 102761 RM-71 A-162 LD-07
Caract. del genoma:
Tamaño del genoma (pb) 5.046.328 4.485.055 4.272.996 4.321.079
% GC 40,7 40,6 40,8 40,6
Nº de contigs 8 127 203 80
Nº de genes totales 4.572 4.022 3.859 3.787
Nº de CDSa totales 4.267 3.864 3.701 3.680
Nº de CDSa únicos 241 262 34 207
ARNs 223 177 154 104
Nº Subsistemas funcionales 519 507 496 495
Factores de virulencia:

























aCDS: secuencias codificantes predichas
Con respecto a la secuencia del genoma de la cepa RM-71 (nº de 
acceso GenBank LYBT01000000) aislada de rodaballo de cultivo en 
España, éste consiste en dos cromosomas circulares y el plásmido 
pPHDD1 (Rivas et al., 2011) distribuidos en un total de 127 contigs
(Tabla IV.1). En total, el tamaño del genoma de RM-71 consta de 
4.485.055 pb y un contenido medio de GC del 40,7%, de los cuales 
153.429 pb (172 ORFs; 37,9% GC) constituyen el plásmido pPHDD1 
(contig 20). La anotación basada en RAST identificó 3.864 secuencias 
codificantes predichas (CDS), 4.022 genes y 177 ARNs en este 
genoma (Tabla IV.1).
En cuanto a los genomas de las cepas carentes del plásmido 
pPHDD1, el genoma de la cepa LD-07 aislada de dorada de cultivo en
España (nº de acceso GenBank LYBU01000000), consiste en dos
cromosomas circulares distribuidos en un total de 80 contigs que 
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suman un tamaño de 4.321.079 pb y 40,6% de contenido GC. La 
anotación basada en RAST identificó un total de 3.680 secuencias 
codificantes predichas (CDS), 3.787 genes y 104 ARNs. Por su parte, 
el genoma de la cepa A-162 aislada de anguila en Bélgica (nº de 
acceso GenBank LZFN01000000), consiste en dos cromosomas 
circulares distribuidos en 203 contigs que suponen un total de 
4.272.996 pb de tamaño y con un 40,8% GC. La anotación basada en 
RAST identificó 3.701 secuencias codificantes predichas (CDS), 
3.859 genes y 154 ARNs (Tabla IV.1). 
En conjunto, los genomas de P. damselae subsp. damselae
analizados presentan un tamaño que oscila entre 4 y 5 Mb (Tabla 
IV.1), acorde a los tamaños de otros genomas descritos en 
Photobacterium spp. (3,9 - 6,4 Mb), y en general de la familia 
Vibrionaceae (Machado & Gram, 2017; Moi et al., 2017; Thompson 
et al., 2009). En base a estos datos, P. damselae subsp. damselae es 
uno de los ejemplos del género Photobacterium con genoma de gran 
tamaño, presentando unos tamaños próximos a los de P. angustum, P. 
kishitanii y P. aquae (Machado & Gram, 2017). Algunos autores han 
asociado la versatilidad ambiental con una genoma de gran tamaño, 
como le sucede a P. profundum (6,4 Mb), microorganismo capaz de 
crecer a temperaturas bajas y ambientes presurizados. Con respecto al 
contenido GC, las especies del género Photobacterium presentan 
porcentajes que oscilan entre el 38,7 y el 50,9%, estando compiladas 
en dos grupos en base a su %GC: uno con aproximadamente el 40,5 y 
otro con valores próximos al 50% (Machado & Gram, 2017). P. 
damselae subsp. damselae se localizaría en el primero de ellos, dado 
que muestra valores entre 40,6%-40,8% (Tabla IV.1). El contenido de 
GC se ha llegado incluso a vincular con la adaptación a condiciones 
ambientales, así como con el uso de aminoácidos (Lightfield et al.,
2011). A lo largo de los últimos años, se han presentado y discutido 
varias teorías para la evolución de los genomas bacterianos que 
explicarían el pequeño tamaño de algunos de ellos, los diferentes 
contenidos GC, así como las reducciones y expansiones genómicas 
(Machado & Gram, 2017). Se ha demostrado, por ejemplo, que el 
contenido GC y el tamaño genómico están relacionados con las 
estrategias ecológicas de las diferentes bacterias marinas, presentando 
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valores más pequeños aquellos microorganismos de vida libre (Luo y 
Moran, 2015). Además, se espera que simbiontes, patógenos y 
comensales experimenten una reducción del genoma debido a la 
especialización (Morris et al., 2012; Giovannoni et al., 2014), tal y 
como sucede por ejemplo, con la subsp. piscicida (Balado et al.,
2017b). Dado que en la secuenciación realizada en el presente trabajo
se obtuvieron los genomas parcialmente fragmentados en contigs, no 
fue factible realizar un estudio pormenorizado de la reorganización de 
los genomas, ni tampoco analizar la presencia/ausencia de Islas 
Genómicas y de secuencias repetidas en tándem, datos que nos 
aportarían información acerca de la plasticidad del genoma de P. 
damselae subsp. damselae.
En otro orden de ideas, empleando el servidor RAST, se obtuvo 
una asociación de los genes de cada cepa en subsistemas funcionales 
agrupados en 26 categorías (Fig. IV.4). Un subsistema es un conjunto 
de roles funcionales que el anotador ha decidido que deben 
considerarse como relacionados. Es necesario mencionar que 
aproximadamente el 50% de las CDS de cada cepa pudieron ser 
agrupadas en estos subsistemas funcionales. De este modo, el servidor 
compiló a los genes de las cepas CIP 102761, RM-71, A-162 y LD-07 
en 519, 507, 496 y 495 subsistemas, respectivamente (Tabla IV.1). En
el próximo apartado estudiaremos en detalle estos datos.
 









Fig. IV.4: Categorías 
funcionales de los 
genes de las cepas de 
P. damselae subsp. 
damselae indicadas. 
Los genes se clasifican 
según su función en los 
subsistemas y se 
distribuyen en las 
diferentes categorías 
(basado en la anotación 
del servicio RAST).Los 
dígitos indican el 


























































































Distribución de los subsistemas en categorías
Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos y pigmentos
Pared celular y cápsula
Metabolismo del potasio
Virulencia, enfermedad y defensa
Fotosíntesis
Misceláneos
Fagos, profagos,  trasposones, plásmiods




División celular y ciclo clelular
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4.2.2. Análisis comparativo de los genomas de P. damselae 
subsp. damselae 
La comparación genética de las cepas de P. damselae subsp. 
damselae CIP 102761, RM-71, LD-07 y A-162 desarrollada mediante 
el servidor RAST, reveló que el núcleo común de los genomas incluye 
un total de 2.583 genes codificadores de proteínas y un pangenoma 
estimado que constituye unos 4.769 genes (Fig. IV.5). Teniendo en 
cuenta que el número de genes promedio de las cepas de esta bacteria 
es de 4.060 genes, 2.583 genes representan aproximadamente el 64% 
del genoma total, lo que significa que más de la mitad del genoma se 
conserva en todas las cepas. Desde una visión particular, nos 
encontramos con un número semejante de genes específicos por cepa 
en el caso de RM-71 (262 genes únicos), CIP 102761 (241 genes 
únicos) y LD-07 (207 genes únicos), siendo este número más reducido 
en el caso de la cepa A-162, que tan solo presenta 34 genes 
específicos, lo cual también podría ser consecuencia de su menor 
tamaño en pb (Tabla IV.1; Fig. IV.5). En base a uno de los objetivos 
planteados en el presente trabajo, destacamos las presencia de 10 ORF 
compartidas únicamente por las dos cepas sin plásmido A-162 y LD-
07 (Fig. IV.5). En la sección 4.2.3 llevaremos a la práctica un estudio 
pormenorizado de estos genes. 
 
Fig. IV.5: Diagrama de Venn de proteínas específicas y ortólogos en cada uno de los 
cuatro genomas de P. damselae subsp. damselae analizados. Las cepas sin plásmido 
(LD-07 y A-162) se muestran en verde, y las portadoras de pPHDD1 (CIP 102761 y 
RM-71) en azul. Los posibles genes ortólogos fueron definidos como proteínas 
“reciprocal best-hit” con un mínimo de 90% de identidad.  
 
En general, el ensamblaje de los tres nuevos genomas 
secuenciados mostró un alto grado de sintenia en los cromosomas I y 
















contenían genes relacionados con plásmidos (por lo tanto constituyen 
plásmidos candidatos), tal y como ya se ha comentado en el apartado 
anterior (Fig. IV.6). Además, se demostró que dos regiones de genes 
que codifican posibles profagos (una en el cromosoma I y otra en el 
cromosoma II) son específicas para la cepa tipo CIP 102761 (Fig. 
IV.6), dato esperado en base a los resultados observados en la 
distribución funcional de los genes (Fig. IV.7). Estas observaciones 
contribuirían a explicar el mayor tamaño del genoma de esta cepa 
(Tabla IV.1).
Aunque algunas secuencias de las cepas RM-71, LD-07 y A-162
mostraron cierta similitud con regiones únicas de la cepa tipo CIP 
102761, esto se debió principalmente a la presencia de elementos de 
inserción, genes de integrasas de fagos, de proteínas de partición de 
plásmidos y de proteínas de formación de la maquinaria de 
conjugación (entre 80 y 40% de identidad). Como ya se ha 
mencionado en el apartado anterior, uno de los plásmidos específicos 
de CIP 102761 (denominado aquí pPHDD203) corresponde a un 
scaffold de 203 kb (GenBank, ADBS01000003), que codifica un 
posible sistema de secreción de tipo III (SSTIII) que está ausente en 
los otros tres genomas (Tabla IV.1). Aunque el SSTIII es un posible 
factor de virulencia, lo descartamos en nuestro estudio, ya que está 
ausente en la cepa RM-1, portadora del pPHDD1, así como en las dos 
cepas sin plásmido. Las cepas RM-71 y CIP 102761 comparten 112 
genes, que incluyen la mayoría de los genes del plásmido pPHDD1, y 
están ausentes en las dos cepas LD-07 y A-162, carentes de dicho 
plásmido como ya se ha indicado con anterioridad (Fig. IV.5). Esto 
sugiere que la menor virulencia que muestra LD-07 en comparación 
con RM-71 (Fig. IV.1), puede basarse en la existencia de factores de 
virulencia adicionales específicos de pPHDD1. En este sentido, la 
reciente evidencia de que pPHDD1 contiene un gen relacionado con la 
virulencia homólogo a vep20 de Vibrio vulnificus, que codifica un 
receptor de transferrina (Pajuelo et al., 2015), sugiere que nuestro 
conocimiento acerca de los genes de virulencia presentes en pPHDD1 
puede ser incompleto, y podría ir más allá de los genes de las 
hemolisinas ya descritas. Además, es posible que la acumulación de 
mutaciones puntuales dentro de la secuencia del gen hlyAcr constituya 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
107 
una explicación adicional de las diferencias de virulencia entre 
AVL49 y AR78 (Δdly ΔhlyApl) (Fig. IV.1). En este sentido, un estudio 
reciente ha demostrado que determinadas mutaciones puntuales en 
hlyAcr afectan a la actividad hemolítica (Rivas et al., 2014). En base a 
estas observaciones, decidimos que el gen hlyAcr (que codifica la 
hemolisina PhlyC) también será objeto de estudio en esta 
investigación acerca de la virulencia de cepas de P. damselae subsp. 
damselae carentes de pPHDD1 (Capítulo 4.3 de Resultados y 
Discusión). 
 
Fig IV.6: Comparación de genomas de P. damselae subsp. damselae. Del anillo 
exterior al anillo interior: RM-71, A-162 y LD-07. El genoma de la cepa tipo CIP 
102761 fue utilizado como referencia y no se muestra porque estaría representado 
como un círculo continuo. Las líneas negras han sido dibujadas para separar los 
cromosomas y los plásmidos. Téngase en cuenta que el genoma de CIP 102761 
incluye un posible plásmido de gran tamaño (pPHDD203), varios plásmido de 
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Con la finalidad de obtener una visión general de las cuatro cepas
estudiadas, realizamos una comparación de las distribuciones de sus 
genes según sus funciones (Fig. IV.7). Este análisis in silico reveló 
algunas diferencias en las categorías de fagos y profagos, transporte 
de membrana, metabolismo proteico, metabolismo de ADN, 
carbohidratos, virulencia, enfermedad y defensa.
La primera categoría funcional en la que percibimos desigualdad 
entre las cepas, es la de fagos, profagos, transposones y plásmidos 
(Fig. IV.7). El intercambio genético de ADN foráneo por medio de 
elementos transponibles, infección por fagos o plásmidos 
conjugativos, ha sido sugerido como una fuerza impulsora en la 
evolución de los miembros de la familia Vibrionaceae (Machado & 
Gram, 2017). Como podemos contemplar en la Fig. IV.7B, el número 
de genes relacionados con la presencia de fagos/profagos es mayor en 
la cepa CIP 102761, siendo el doble de genes que los existentes en 
RM-71 y el séxtuplo que en A-162 y LD-07. Una posible explicación 
podría ser la presencia de plásmido(s) en las cepas CIP 102761 y RM-
71 y la ausencia de los mismos en las cepas LD-07 y A-162. 
Confirmando estos datos, el servidor PHAST (PHAge Search Tool)
(Zhou et al., 2011) identificó en CIP 102768 un profago intacto 
constituido por 18 genes que suponen un total de 24.703 pb con 
42,2%GC. Si bien es cierto que en el presente trabajo no se analizó la 
presencia de elementos de inserción (IS), Balado et al. (2017b) han 
demostrado la presencia en CIP 102761 de un total de 45 IS 
pertenecientes a 7 familias distintas (15 en C-I, 5 en C-II y el resto 
extracromosómicas) y 6 transposones (1 en C-I, 2 en C-II y 3 
extracromosómicos). Este número de elementos móviles difiere 
considerablemente de los valores encontrados en la subsp. piscicida,
344 elementos de inserción en el cromosoma I y 255 en el cromosoma 
secundario, además de un total de 12 transposones, como media 
(Balado et al., 2017b). Estos datos podrían explicar la reorganización 
cromosómica y el mayor número de pseudogenes observados en la 
subsp. piscicida en relación con la subsp. damselae y que se traduce 
entre otras, en la existencia de las diferencias fenotípicas observas 
entre ambas subespecies (Balado et al., 2017b; Tabla I.3 de 
Introducción).
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Con respecto a la diferencia más evidente observada en la 
comparación funcional de los genes, destaca la categoría de transporte 
de membrana (Fig. IV.7A). Las principales disparidades residen en el 
subsistema de genes relacionados con la transferencia por 
conjugación, entre los que destacan el sistema de conjugación IncF. 
La cepa CIP 102761 posee 112 genes en contraposición con los 32 de 
RM-71 y la ausencia de los mismos en las cepas A-162 y LD-07 (Fig. 
IV.7B). Como ya se explicó en el comienzo de este capítulo, la cepa 
CIP 102761 posee más de un plásmido en su genoma (pPHDD1, 
pPHDD203, entre otros posibles), mientras que en RM-71 solo se ha 
detectado el plásmido pPHDD1. Estos genes están ausentes en las 
cepas A-162 y LD-07, en las que no se han detectado plásmidos 
conjugativos. 
En lo relativo a las diferencias observadas en la categoría del 
metabolismo proteico, vemos desigualdades entre cepas portadoras de 
pPHDD1 y cepas carentes del mismo. Estos genes diferenciales, 
siendo el número mayor en las cepas con plásmido, están relacionados 
con la biosíntesis proteica y concretamente con el número de ARNt 
(Fig. IV.7B). Recordemos que los ARNt son considerados como 
puntos calientes para la inserción de material genético exógeno o 
reordenamiento genético. De ese modo, los genes de ARNt son 
generalmente empleados por las integrasas especificas de sitio (de 
fagos e islas genómicas) para la integración de islas genómicas en el 
genoma del hospedador (Hou, 1999). Existen diversas hipótesis 
respecto a por qué los genes del ARNt constituyen zonas de 
integración, como son su presencia en copias múltiples o la estructura 
conservada de los genes ARNt, la cual ofrece más facilidades para la 
inserción de las islas y fagos (Schmidt & Hensel, 2004).
Otras diferencias halladas, están en las categorías del 
metabolismo de ADN y carbohidratos. En lo relativo al metabolismo 
de ADN, detectamos genes relacionados concretamente con los 
subsistemas de sistemas de restricción-modificación (Fig. IV.7A). Las 
bacterias han desarrollado sistemas de restricción-modificación para 
distinguir ADN propio y foráneo. Estos sistemas son omnipresentes, y 
se consideran sistemas inmunes primitivos en las bacterias. Su 
ANA VENCES LORENZO
110 
diversidad y prevalencia en todo el reino procariota son un indicativo 
de su éxito como mecanismo de defensa contra la invasión de 
genomas. Los sistemas de restricción-modificación comprenden dos 
actividades enzimáticas: una endonucleasa que reconoce y escinde 
secuencias de ADN extrañas en sitios específicos, y una 
metiltransferasa que asegura la discriminación entre ADN propio y 
ajeno, transfiriendo grupos metilo a la misma secuencia de ADN 
específica dentro del genoma del hospedador. Nuevas hipótesis 
indican su implicación en diversos procesos celulares, tales como la 
recombinación, la nutrición, la generación de diversidad genética, la 
virulencia, etc (Vasua & Nagaraja, 2013). Además de salvaguardar la 
integridad genómica, parece que en muchos organismos pueden 
regular el flujo genómico, estabilizar islas genómicas e incluso 
participar en el control de la tasa evolutiva del hospedador (Vasua & 
Nagaraja, 2013). Como podemos observar en la Fig. IV.7B, CIP 
102761 y A-162 poseen el doble de genes relacionados con sistemas 
de restricción-modificación que las otras dos cepas. 
Con respecto a las disimilitudes observadas en la categoría del 
metabolismo de carbohidratos (Fig. IV.7A), concretamente en la 
subcategoría de monosacáridos y más en detalle en la utilización de 
D-ribosa y catabolismo de desoxirribosas y desoxinucleósidos, la cepa 
CIP 102761 muestra un mayor número de genes (Fig. IV.7B). Así por 
ejemplo, se ha llegado a relacionar el catabolismo de desoxirribosas 
con la colonización del intestino de murinos por cepas patógenas de E. 
coli (Martinez-Jéhanne et al., 2009), y la capacidad por parte de 
especies patógenas de Vibrio de degradar el mucus gastrointestinal de 
mamíferos y emplear sus constituyentes como fuente de carbono 
(contiene ribosa entre otros azúcares) (Boyd et al., 2015).
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Fig. IV.7: (A) Distribución de las secuencias codificantes predichas (CDS) en 26 
categorías funcionales de genomas de P. damselae subsp. damselae (CIP 102761, 
RM-71, A-162 y LD-07) basadas en la agrupación realizada por el servidor RAST. (B) 
Diferencias en el número de genes de las categorías funcionales indicadas, en los 
genomas de P. damselae subsp. damselae CIP 102761, RM-71, A-162 y LD-07. 
Categoría/Subcategoría o subsistema CIP 102761 RM-71 A-162 LD-07
Fagos, profagos, transposasas y plásmidos 18 7 3 3
Fagos y profagos 18 7 3 3
Transporte de membrana 291 209 165 165
Transferencia conjugativa 112 32 0 0
Metabolismo proteico 330 329 291 286
Biosíntesis proteica 209 203 161 159
Metabolismo de ADN 126 109 123 110
Sistemas de restricción-modificación 16 8 15 7
Metabolismo de carbohidratos 406 389 369 376
Metabolismo de monosacáridos 81 59 60 59





















Dada la importancia para nuestro estudio de la categoría de 
virulencia, enfermedad y defensa, decidimos indagar en sus genes 
(Fig. IV.7). Así, dentro de esta categoría, hallamos los denominados 
factores de colonización accesorios (ACF), descritos en V. cholerae
como necesarios para la colonización intestinal en ratón (Peterson & 
Mekalanos, 1988). También se han localizado genes de tolerancia a la 
colicina E2, una endopeptidasa de DNA (Schaller & Nomura, 1976) 
de Gram negativas con actividad bacteriocida (Cascales et al., 2007), 
así como un operón de producción de colicina V y bacteriocinas. 
Destaca la presencia de genes de resistencia a antibióticos 
betalactámicos, lo que concuerda con la resistencia que muestran los 
aislados de P. damselae subsp. damselae a Ampicilina y Penicilina 
(Fouz et al., 1992; Yamane et al., 2004); y de resistencia a 
tetraciclina, que guardan congruencia con los datos aportados por 
Labella et al. (2006) pero no con los de Fouz et al. (1992), que 
muestra aislados sensibles a este antibiótico. Además, se han 
encontrado genes relacionados con la hidrólisis de ácidos biliares, dato 
que se refleja en la capacidad de P. damselae subsp. damselae de 
crecer en medio TCBS (Fouz et al., 1992); inhibidores de lisozima (no 
presentes en LD-07) que permiten la evasión de ese elemento del 
sistema inmune innato, como es en el caso de la relación entre
Edwardsiella tarda y rodaballo (Li et al., 2015); y genes relacionados 
con la invasión y resistencia intracelular, así como con la homeostasis 
de cobre, la resistencia al arsénico y a compuestos cromados, y 
bombas de eflujo de resistencia a múltiples drogas. Destacamos que el 
número de los genes catalogados es mayor en las cepas portadoras de 
pPHDD1, y que éstos suelen estar relacionados con la resistencia a 
antibióticos y componentes tóxicos. A pesar de ello, en esta 
agrupación funcional no se incluyen los factores de virulencia 
descritos en cepas de P. damselae subsp. damselae portadoras de 
pPHDD1 (Dly, PhlyP y PhlyC).
Por último, la búsqueda de operones de biosíntesis del 
metabolismo secundario mediante el servidor antiSMASH 3.0 (Weber 
et al., 2015), reveló la presencia en los cuatro genomas de un operón 
de síntesis de tiopéptidos (Fig. IV.8). Los tiopéptidos son una clase de 
péptidos ricos en azufre sintetizados por bacterias, con carácter 
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antibacteriano debido a la inhibición de la síntesis de proteínas 
ribosómicas (Just-Baringo et al., 2014). Su impresionante perfil in 
vitro contra bacterias Gram-positivas y sus nuevos mecanismos de 
acción, han llamado la atención de muchos grupos, tanto en la 
academia como en la industria, ya que representan una alternativa a 
otros antibióticos que actualmente se enfrentan a la resistencia por 
patógenos clásicos (Just-Baringo et al., 2014). A pesar de ello, hasta la 
fecha, solo dos tiopéptidos han llegado al mercado y son de uso 
exclusivo en veterinaria. La falta de formulaciones de tiopéptidos para 
uso humano se debe a su baja solubilidad acuosa, una limitación que 
también restringe su uso en animales (Just-Baringo et al., 2014). 
 
 
Fig. IV.8: Operón de síntesis de tiopéptidos en la cepa tipo CIP 102761 de P. 
damselae subsp. damselae, localizado por el servidor bioinformático antiSMASH 
3.0. 
 
Al realizar el cotejo de genes entre las cepas con y sin pPHDD1, 
esperábamos hallar alguna diferencia más evidente entre estos dos 
tipos de genomas. Sin embargo, el análisis de los cuatro genomas de 
P. damselae subsp. damselae reveló un alto grado de homogeneidad 
genómica entre cepas. Esta observación está en concordancia con la 
alta homogeneidad bioquímica mostrada por todas las cepas, 
independientemente de su origen geográfico y fuente de aislamiento. 
Es importante señalar que estos resultados tampoco nos han extrañado 
demasiado dado que el servidor RAST solo fue capaz de agrupar 
funcionalmente el 50% de las CDS de cada cepa, relegando un gran 
número de ellas fuera de esta comparación de funciones. Nuestro 
siguiente paso a seguir, y del que esperábamos conseguir resultados 
más reveladores, consistió en analizar en profundidad las 10 ORFs 
halladas únicamente en las cepas A-162 y LD-07 (∄ pPHDD1) (Fig. 
IV.5; Tabla IV.2). 
1 Kb
Genes de biosíntesis Genes reguladores Genes de transporte Otros genes
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4.2.3. Estudio in silico de las ORFs específicas de las cepas de 
P. damselae subsp. damselae carentes del plásmido 
virulento pPHDD1 
Dado que la finalidad de esta parte de nuestro estudio era 
identificar posibles factores de virulencia presentes solo en las cepas 
A-162 y LD-07 (∄ pPHDD1), decidimos centrarnos en las 10 ORFs 
compartidas por ambas cepas, y ausentes en las portadoras de 
pPHDD1. Con el objetivo de buscar homologías con otras especies 
bacterianas y conocer sus entornos genéticos y posibles dominios 
proteicos, se procedió a un análisis in silico más pormenorizado de 
cada una de estas proteínas. 
 
Tabla IV.2: Lista de genes específicos para las cepas LD-07 y A-162 (carentes de 
pPHDD1), ausentes en las cepas portadoras del plásmido virulento. (ident.) 
identidad; (aa) aminoácidos. 






1. A9D46_13210 A0J46_15580 801 99,12 Colagenasa microbiana, secretada 
2. A9D46_08245 A0J46_04865 388 99,22 Proteína de unión a ATP 
3. A9D46_15015 A0J46_16675 220 99,09 Proteína de función desconocida 
4. A9D46_15030 A0J46_16690 301 100 Proteína de función desconocida 
5. A9D46_03250 A0J46_07825 95 97,87 Proteína J inducible por daño de ADN 
6. A9D46_03255 A0J46_07830 110 99 Proteína de función desconocida 
7. A9D46_09235 A0J46_12460 56 96,36 toxina ParE  
8. A9D46_09230 A0J46_12465 81 97,5 ParD (antitoxina para ParE) 
9. A9D46_04550 A0J46_11030 136 99,26 Proteína de función desconocida 
10. A9D46_04555 A0J46_11035 611 99 Proteína de función desconocida 
4.2.3.1. ORFs A9D46_13210/A0J46_15580: colagenasas 
microbianas 
Las ORFs A0J46_15580 y A9D46_13210 presentes en las cepas 
de P. damselae subsp. damselae sin plásmido LD-07 y A-162, 
respectivamente, presentan una homología entre ellas del 99,12% de 
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identidad de aminoácidos y 100% de cobertura de aminoácidos (Tabla 
IV.2). Ambas poseen el dominio M9 (Pfam01752) característico de 
las peptidasas de la familia M9 (Finn et al., 2016). Este tipo de 
enzimas están anotadas como colagenasas microbianas secretadas (EC 
3.4.24.3) según la base de datos de peptidasas MEROPS (Rawlings et 
al., 2016). Además, existen enzimas homólogas distribuidas en 
especies de los géneros Photobacterium y Vibrio (BLASTP), 
identificadas como peptidasas de la familia M9 o colagenasas, y 
presentes en especies consideradas como bacterias hidrolizantes de 
gelatina (Tabla IV.3). 
Tabla IV.3: Proteínas homólogas a las ORFs A9D46_13210 y A0J46_15580 











47 99 Peptidasa M9 Park et al. (2006)
AB733_15480 P. swingsii 46 99 Posible proteína Gomez-Gil et al. (2011) 
EA58_13585 P. galatheae 46 99 Peptidasa M9 Machado et al. (2015)
A3K86_14730 P. jeanii 45 99 Posible proteína Chimetto et al. (2010) 
ASV53_19670 P. sanguinicancri 45 99 Colagenasa Gomez-Gil et al. (2016) 
A6E04_07790 Aliivibrio logei 47 94 Peptidasa M9




Smith & Merkel (1982)
VM_06690 V. mimicus 45 98 Peptidasa M9 Davis et al. (1981)
DN31_3237 V. cholerae 45 98
Colagenasa 
microbiana
Hoa et al. (2000)
CEQ50_15590 V. anguillarum 44 97 Colagenasa Pazos et al. (1993)
AKG93_19810 V. harveyi 44 98 Peptidasa M9 Rico et al. (2008)
A1QS_00675 V. ordalii 44 97 Peptidasa M9 Schiewe et al. (1981) 
 
Con respecto al contorno genético de estas ORFs en las cepas A-
162 y LD-07, al realizar la comparación de genomas entre cepas con y 
sin plásmido, hallamos que ambas ocupan la misma posición en el 
genoma (Fig. IV.9), estando colindadas por una NADH 
deshidrogenasa (número 7 de la Fig. IV.9) y una ARNt sintasa 
(número 8 de la Fig. IV.9). Vemos claramente la ausencia del gen de 
esta proteína en las cepas CIP 102761 y RM-71 portadoras de 
pPHDD1 (Fig. IV.9). Se desconoce el mecanismo genético que haya 
permitido la incorporación o pérdida de esta posible colagenasa. En 
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base a estos datos, cabría esperar que las ORF A9D46_13210 y 
A0J46_15580 codificasen una enzima con capacidad de hidrolizar 
gelatina, rasgo presente en algunos aislados de P. damselae subsp. 
damselae (Fujioka et al., 1988; Pedersen et al., 1997; Pedersen et al., 
2009; Labella et al., 2010a; Khouadja et al., 2014). Por otro lado, 
dado que esta proteína está presente únicamente en las cepas sin 
plásmido, la consideramos de interés para nuestro estudio. Decidimos 
denominarla ColP (Colagenasa de Photobacterium).  
 
Fig. IV.9: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE (Darling et al., 2010). Se muestran la localización y 
contexto genético de las ORFs A9D46_13210 y A0J46_15580 descritas como 
colagenasas microbianas, presentes en las cepas sin plásmido A-162 y LD-07, 
respectivamente. 
1 2 3 5 8 109 114 6 7 12
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1: Cadena beta Glicil-tRNA sintasa (EC 6.1.1.14) 
2: Cadena alfa Glicil-tRNA sintasa (EC 6.1.1.14) 




7: Subunidad II NADH deshidrogenasa
8: tRNA 5-metilaminometil-2-tiouridina sintasa TusA
9: Proteína FIG00922106
10: Regulador transcripcional
11: Alcohol dehidrogenasa (EC 1.1.1.1)
12: 3-cetoacilo-CoA tiolasa (EC 2.3.1.16) / Acetil-CoA acetiltransferasa (EC 2.3.1.9)
13: Enoyl-CoA hidratasa (EC 4.2.1.17)
A9D46_13210/ A0J46_15580: colagenasa microbiana
CIP 102761 (   pPHDD1)
RM-71 (   pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
LD-07  (    pPHDD1)
13 1
12
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4.2.3.2. ORFs A9D46_08245/A0J46_04865: Proteínas de 
unión a ATP (ATP-binding protein) 
Con respecto a las ORFs A9D46_08245 y A0J46_04865, ambas 
han sido anotadas como proteínas de unión a ATP, es decir, que 
interactúan selectiva y no covalentemente con ATP (Overbeek et al., 
2014). Presentan entre ellas un 99,22% de identidad y 100% de 
cobertura (Tabla IV.2). El análisis en profundidad, ha mostrado la 
presencia de un dominio denominado “dominio AAA, posible toxina 
AbiEii, sistema AT de tipo IV” según Pfam (Pfam13304). Las 
proteínas con este dominio son consideradas por el servidor RAST 
como miembros del sistema de resistencia a fagos y, más 
concretamente, a la toxina de tipo IV-antitoxina. 
 
Fig. IV.10: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE. Se muestran la localización y contexto genético de 
los genes de las proteínas de unión a ATP A9D46_08245 y A0J46_04865 presentes en 
las cepas sin plásmido A-162 y LD-07, respectivamente. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 11 10 9 8 7 6 45 3 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
11 10 9 8 7 6 45 3 28-712
A9D46_08245
A0J46_04865
CIP 102761 (    pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
RM-71 (    pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
1: Proteína FIG00921876
2: Glutatión sintetasa (EC 6.3.2.3)
3: Proteina yifE
4: Regulador transcripcional, familia LysR
5: Proteína hipotética
6: ATPasa relacionada con la reparación de ADN
7: Regulador transcripcional, familia AraC




12: Cardiolipin sintetasa(EC 2.7.8.-)
8-7: Proteína hipotética




Asimismo, exhiben homología con proteínas de unión a ATP de 
Vibrio coralliilyticus (88% identidad, 100% cobertura), 
Photobacterium profundum (72% identidad, 99% cobertura), y un 
amplio rango de especies del género Enterovibrio (E. calviensis, E. 
norvegicus, E. coralii), y del género Pseudomonas (P. fluorescens, P. 
moraviensis, P. syringae), con identidades que rondan el 70% y 
coberturas del 99%. Ambas ORFs muestran el mismo contexto 
genético, estando ubicadas en las cepas sin plásmido entre los genes 
de una ATPasa relacionada con la reparación de ADN (nº 6 de la Fig. 
IV.10), y de un regulador transcripcional de la familia Arac (nº 7 de la 
Fig. IV.10). Estos genes adyacentes están presentes también en CIP 
102761 y RM-71 ( pPHDD1).
4.2.3.3. ORFs A9D46_15015/A0J46_16675 y 
A9D46_15030/A0J46_16690: proteínas de función 
desconocida 
Las ORFs A9D46_15015 y A0J46_16675 de las cepas A-162 y 
LD-07, muestran una similitud del 99,09% (Tabla IV.2). La búsqueda 
in silico de proteínas semejantes ha dado como único resultado una 
proteína de función desconocida (AKJ31_14985) presente en un 
aislado de Vibrio hepatarius en Litopenaeus vannamei de las Islas 
Salomon (31% identidad en aminoácidos, 86% cobertura) (Machado 
et al., 2015). Se realizó a continuación una búsqueda pormenorizada 
de posibles dominios proteicos en diversas bases de datos (Pfam,
Uniprot, NCBI), obteniendo resultados negativos por lo que no 
tenemos ningún indicio sobre su posible función. Curiosamente, de 
modo adyacente a estas ORFs descritas, localizamos las proteínas 
A9D46_15030 y A0J46_16690 (100% identidad) en las cepas A-162 
y LD-07, respectivamente. En esta ocasión, hallamos un mayor 
número de proteínas homólogas en Vibrio vulnificus (62% identidad, 
100% cobertura), Vibrio cholerae (41%, 98%) y Photobacterium 
phosphoreum (37%, 95%), pero sin dominios conocidos hasta el 
momento.
Estas proteínas analizadas se codifican en el mismo entorno 
genético en las cepas A-162 y LD-07 (Fig. IV.11). Con respecto a su 
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posición en relación con las cepas CIP 102761 y RM-71 (∃ pPHDD1), 
vemos que las ORFs A9D46_15015/A0J46_16675 y 
A9D46_15030/A0J46_16690 se ubican entre los genes de una 
proteína de función desconocida (nº 7 de la Fig. IV.11) y de una tiol 
peroxidasa (nº 9 de la Fig. IV.11). 
 
 
Fig IV.11: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE. Se muestran la localización y contexto genético de 
las ORFs A9D46_15015, A0J46_16675 y A9D46_15030 y A0J46_16690, presentes en 
las cepas A-162 y LD-07 (∄ pPHDD1), respectivamente. 
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CIP 102761 (   pPHDD1)
RM-71 (   pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
LD-07  (    pPHDD1)
1: Proteína FIG00920275
2: Flavoproteína WrbA
3: Arsenato reductasa (EC 1.20.4.1)
4: Precursor de la metaloproteasa YfgC exportada 
5: Posible proteína
6: Posible permease PerM (= YfgO)
7: Posible proteína
8: Posible proteína
9: Tiol peroxidasa, Bcp-tipo (EC 1.11.1.15)
10: Glycine cleavage system transcriptional antiactivator GcvR
11: 4-hidroxi-tetrahidrodipicolinato sintasa (EC 4.3.3.7)
12: Proteína de membrana externa NlpB
A9D46_15015/ A0J46_16675 : posible proteína
A9D46_15030/ A0J46_16690: posible proteína
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4.2.3.4. ORFs A9D46_03250/A0J46_07825 (Proteínas J 
inducibles por daño al ADN) y proteínas de función 
desconocida A9D46_03255/A0J46_07830  
Las ORF A9D46_03250 y A0J46_07825 anotadas como 
proteínas J inducibles por daño de ADN y con un 97,87% de similitud 
entre ambas (Tabla IV.2), muestran en BLASTP homología con un 
gran número de especies del género Vibrio: V. parahaemolyticus (90% 
identidad, 97% cobertura), V. vulnificus (89%, 97%), V. alginolyticus 
(88%, 97%), o V. cholerae (85%, 98%) entre muchas otras. Todos los 
homólogos están identificados como “proteínas J inducibles por daño 
al ADN”. El estudio pormenorizado de los dominios proteicos ha 
revelado la presencia del dominio antitoxina RelB. A este tipo de 
proteínas también se les denomina proteínas J inducibles por daño al 
ADN (Pfam: PF04221, InterPro: IPR007337). Los plásmidos pueden 
mantenerse estables en poblaciones bacterianas mediante la acción de 
módulos de adicción, en los que una toxina y una antitoxina están 
codificadas en un cassette del plásmido. En cualquier célula hija que 
carezca del plásmido, la toxina persiste y es letal después de que la 
proteína antitoxina se agota. Los pares de toxina/antitoxina también se 
encuentran en los cromosomas, como parece ser nuestro caso. De este 
modo, RelE y RelB forman un sistema de toxina-antitoxina.  
En lo relativo a las ORFs A9D46_03255 y A0J46_07830 (99% de 
similitud entre ambas), adyacentes a las proteínas J de unión a ADN, 
poseen un dominio de la familia DUF4377 (Pfam14302). En esta 
familia se engloban muchas proteínas de función desconocida. 
Además, muestran homología con proteínas con domino DUF4377 de 
diversas especies del género Vibrio (V. owensii 51% identidad, 90% 
cobertura; V. campbellii 46%, 94%; V. harveyi 48%, 81%) y de otros 
géneros (Ferrimonas senticii 55%, 80%; Aliivibrio wodanis 54%, 
75%; Gallaecimonas xiamenensis 54%, 74%). Desconocemos la 
posible función de esta proteína. 
En cuanto a su localización en el genoma, estas ORFs presentan 
igual contexto genético en las cepas A-162 y LD-07, estando 
flanqueadas, junto con el gen de la proteína J de unión a ADN citada, 
por los genes de una acetiltransferasa (nº 3 de la Fig. IV.12) y de una 
hidrogenasa (nº 4 de la Fig. IV.12), también presentes en las cepas con 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
121 
plásmido (Fig. IV.12). Cabríamos esperar que A9D46_03255 y 
A0J46_07830 formasen parte del sistema toxina-antitoxina RelBD, ya 
que se localizan de modo adyacente a RelB, pero no tenemos 
evidencias experimentales de ello. 
 
Fig. IV.12: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE. Se muestran la localización y contexto genético de 
las ORFs A9D46_03250, A0J46_07825 y A9D46_03255 y A0J46_07830, presentes en 
las cepas sin plásmido A-162 y LD-07, respectivamente. 
 
4.2.3.5. ORFs A9D46_09235/A0J46_12460 y 
A9D46_09230/A0J46_12465: sistema toxina 
antitoxina ParED 
Las ORFs A9D46_09235 y A0J46_12460, con un 96,36% de 
similitud (Tabla IV.2), corresponden a una proteína destinada a la 
estabilización de plásmidos. El estudio de posibles dominios ha 
revelado la presencia del dominio “toxina ParE o tipo II del sistema 
toxina-antitoxina parDE “(Pfam: PF05016, InterPro: IPR007712). Por 
1 3 42
1 3 42
4 3 2 1
4 3 2 1
1: [NiFe] hydrogenase nickel incorporation-associated protein HypB
2 :[NiFe] hydrogenase nickel incorporationprotein HypA
3: Acetiltransferasa
4: Proteína FIG00922574
A9D46_03250/ A0J46_07825: Proteína J inducible por daño al ADN





CIP 102761 (   pPHDD1)
RM-71 (   pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
LD-07  (    pPHDD1)
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su parte, el servidor RAST anotó estas ORF como toxinas ParE. ParE 
forma parte del sistema toxina-antitoxina ParED que permite el 
mantenimiento de plásmidos en las poblaciones, al igual que el 
sistema toxina-antitoxina RelEB. ParE es tóxica para la ADN girasa 
pero es neutralizada por la antitoxina ParD. BLASTP mostró 
homólogos de proteínas estabilizadoras de plásmidos con alto 
porcentaje de identidad aminoacídica (entre el 70 y el 80%) y gran 
cobertura de aminoácidos (>98 %) en un gran número de especies del 
género Vibrio (V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. 
tubiashii, V. mimicus, V. alginolyticus, V. cholerae) y del género 
Shewanella (73% identidad, 100% cobertura).
Las ORFs A9D46_09230 y A0J46_12465 (97,5% de identidad), 
adyacentes genéticamente a ParE, poseen una mayor diversidad en 
cuanto a sus homólogos en otras especies. Además de con especies del 
género Vibrio (V. vulnificus, V. parahaemolyticus, V. coralliilyticus, 
V. harveyi, V. tritonius, V. ostreicida, V. sonorensis, V. alginolyticus, 
V. neptunius), presentan elevada similitud con proteínas ParD de otras 
especies bacterianas (Marinomonas spartinae, Rheinheimera 
perlucida, Neptuniibacter pectenicola, Agarivorans gilvus, 
Shewanella putrefaciens), oscilando entre el 89-76% de identidad 
aminoacídica y con un 100% de cobertura de la proteína (Fig. IV.13). 
El estudio de sus dominios proteicos reveló el dominio “antitoxina 
Phd_YefM, tipo II del sistema toxina-antitoxina” (Pfam: PF02604). 
Por otra parte, el servidor RAST anotó estas ORFs como ParD, 
antitoxina de ParE y perteneciente al sistema toxina-antitoxina ParDE. 
En relación a la localización genética de estas ORFs, ParD se 
ubica de manera adyacente a ParE en las cepas A-162 y LD-07, 
estando ambas flanqueadas entre una proteína de función desconocida 
(nº 2 de la Fig. IV.13) y una ARN helicasa (nº 3 de la Fig IV.13), 
también presentes en las cepas portadoras de pPHDD1.
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Fig. IV.13: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE. Se muestran la localización y contexto genético de 
las ORF A9D46_09230, A0J46_12465 (ParD) y A9D46_11035 y A0J46_12460 (ParE), 
ubicadas en las cepas sin plásmido A-162 y LD-07, respectivamente. 
 
4.2.3.6. ORFs A9D46_04550/A0J46_11030 y 
A9D46_04555/A0J46_11035: proteínas de función 
desconocida  
Con relación a las ORFs A9D46_04550 y A0J46_11030 (99,26% 
de similitud), la búsqueda por BLASTP de proteínas semejantes 
reveló homólogos de función desconocida y con bajo porcentaje de 
identidad en especies como: Photobacterium jeanii (27% de identidad 
y 90% de cobertura), P. halotolerans (35%, 21%) y Vibrio vulnificus 
(32%, 29%). El reconocimiento de posibles dominios proteicos no fue 
fructífero, siendo por lo tanto desconocida la función de estas 
proteínas. Resultado similar obtenemos en el estudio de las proteínas 
A9D46_04555/A0J46_11035 de las cepas A-162 y LD-07 (99% 
homología), localizadas adyacentemente. Del mismo modo, no poseen 
dominios proteicos conocidos, presentando homología con proteínas 
de función desconocida presentes en Photobacterium leiognathi (34% 
identidad, 87% cobertura), P. jeanii (32%, 81%) y Moritella sp. (34 







1: Internalina (LPXTG motif)
2: Proteína hipotética
3: ARN helicasa ATP-dependiente
CIP 102761 (   pPHDD1)
RM-71 (   pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
LD-07  (    pPHDD1)
A9D46_09230 / A0J46_12465: ParD
A9D46_09235 / A0J46_12460: ParE
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Como podemos observar en la Fig. IV.14, estas ORFs se ubican 
entre el gen de un transportador anaeróbico (nº 6 de la Fig. IV.14) y 
una serie de genes del ARNt, todos ellos compartidos por las cepas 
con pPHDD1. La presencia de genes del ARNt podría propiciar la 
inserción de nuevos genes, tal y como ya se ha comentado.  
 
Fig. IV.14: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE. Se muestran la localización y contexto genético de 
las ORFs A9D46_04550, A0J46_04555 y A9D46_11030 y A0J46_11035, presentes en 




En conclusión, como resultado de la comparación entre los 
genomas de cepas de P. damselae subsp. damselae portadoras (CIP 
102761 y RM-71) y carentes de pPHDD1 (A-162 y LD-07), 
destacamos, por una parte, la presencia de un sistema toxina-
antitoxina y, lo más interesante para el desarrollo de nuestros 
objetivos, un gen de una colagenasa al que denominaremos de ahora 
en adelante bajo el acrónimo colP (colagenasa de Photobacterium).
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CIP 102761 (   pPHDD1)
RM-71 (   pPHDD1)
A-162  (    pPHDD1)
LD-07  (    pPHDD1)
1: Posible proteína de eflujo de membrana integral




6: Transportador anaeróbico C4-dicarboxilato DcuC
7: Cys regulon activador transcripcional CysB
8: Posible permeasa
A9D46_04550/ A0J46_11030: Proteína de función desconocida
A9D46_04555/ A0J46_11035: Proteína de función desconocida
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
125 
4.3. PHLYC CONTRIBUYE A LA HEMÓLISIS Y A LA VIRULENCIA DE 
LAS CEPAS DE P. DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE CARENTES DE 
PPHDD1
El análisis comparativo entre cepas de P. damselae subsp.
damselae portadoras y no portadoras de pPHDD1, reveló la presencia 
del gen de una posible colagenasa únicamente en los aislados sin 
dicho plásmido. Si bien es cierto que numerosos trabajos han 
relacionado la capacidad de hidrolizar gelatina y/o colágeno con la 
virulencia bacteriana, esta bacteria ha demostrado presentar una 
capacidad de hidrolizar esta proteína de manera variable (Fouz et al., 
1993; Labella et al., 2010a), lo que sugiere la presencia de otros 
factores de virulencia adicionales en este tipo de aislados. Teniendo en 
cuenta estas evidencias, sugerimos que algunos de los factores de 
virulencia de cepas carentes de pPHDD1 podrían ser compartidos con 
las cepas portadoras del mismo. Por ello, llevamos a cabo en paralelo 
al estudio de la actividad colagenasa (Capítulo 4.5 de Resultados y 
Discusión), la búsqueda de factores de virulencia potenciales 
compartidos por cepas con y sin plásmido. 
Tal y como ya se ha mencionado en la introducción, todas las 
cepas hemolíticas de P. damselae subsp. damselae producen una 
hemolisina denominada fobalisina C o PhlyC (“photobacterial lysin 
encoded on a chromosome”), codificada en el cromosoma I, cuyo gen 
se ha denominado hlyAcr (Rivas et al., 2013b; Rivas et al., 2014). 
Curiosamente, PhlyC presenta un 92% de identidad a nivel de su 
secuencia de aminoácidos con la toxina formadora de poro fobalisina 
plasmídica (PhlyP), codificada en el plásmido pPHDD1 (Rivas et al.,
2011; Rivas et al., 2013b; Rivas et al., 2015a). Las hemolisinas son 
enzimas que actúan sobre las membranas de eritrocitos, lisando así las 
células, lo que conduce a la liberación de la hemoglobina, proteína de 
unión al hierro. Este hierro podría ser captado por sideróforos, o bien 
podría utilizarse directamente el grupo hemo de la hemoglobina. Por 
uno u otro mecanismo, la molécula portadora del hierro sería 
posteriormente interiorizada a través de receptores en la membrana 
celular, siendo finalmente el hierro empleado como cofactor para una 
gran variedad de procesos celulares. En muchos casos, la actividad 
formadora de poros de las hemolisinas no está restringida a los 
ANA VENCES LORENZO 
126 
eritrocitos, sino que se extiende a una amplia gama de tipos celulares
(mastocitos, neutrófilos y células polimorfonucleares), aumentando la
virulencia al causar daño tisular (Zhang & Austin, 2005). Hasta la 
fecha, el papel de hlyAcr en la virulencia ha sido evaluado 
exclusivamente en la cepa RM-71, que también produce Dly y PhlyP, 
y utilizando únicamente el rodaballo como modelo animal de 
infección (Rivas et al., 2011; Rivas et al., 2013b). Sin embargo, es 
importante destacar aquí que la gran mayoría de los aislamientos de P.
damselae subsp. damselae de brotes recientes en granjas acuícolas no 
producen las toxinas Dly y PhlyP y han sido aislados principalmente 
de peces espáridos y de lubinas (Labella et al., 2010a; Terceti et al.,
2016; Rivas et al., 2014). Por ello, hemos considerado de especial 
importancia iniciar el estudio de la contribución del gen hlyAcr, y por 
lo tanto de su producto, la fobalisina C (PhlyC), en la hemólisis, la 
toxicidad celular y virulencia de cepas carentes de pPHDD1, 
empleando como modelo animal la lubina.
4.3.1.Todos los aislados de P. damselae subsp. damselae que 
son hemolíticos en sangre de cordero, poseen el gen 
hlyAcr
Tal y como se ha comentado en la introducción, recientemente, 
diversos estudios han identificado parcialmente la base genética de la 
virulencia de cepas de P. damselae subsp. damselae portadoras del 
plásmido pPHDD1. Según estas investigaciones, la patogenicidad de 
estas cepas bacterianas está basada en la actuación sinérgica y aditiva 
de la fosfolipasa Dly y las hemolisinas PhlyP y PhlyC, estando las dos 
primeras codificadas en pPHDD1 (Rivas et al., 2011; Rivas et al.,
2013b). Por lo tanto, se ha podido establecer una relación directa entre 
fenotipo hemolítico y virulencia en ratones y peces, en este tipo de 
aislados. Con respecto a las cepas de P. damselae subsp. damselae no
portadoras de pPHDD1, Rivas et al. (2011, 2013b, 2014) demostraron 
que su capacidad para lisar eritrocitos era debida a la actuación de la 
hemolisina cromosómica PhlyC, codificada por el gen hlyAcr, si bien 
estos autores no evaluaron en ningún momento la virulencia de las 
cepas sin plásmido.
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En el presente estudio, procedimos al análisis en placas de agar 
con sangre de cordero (Oxoid) de 49 aislados de P. damselae subsp. 
damselae disponibles en nuestro laboratorio (Tabla III.1 y sección 
3.12.1.1 de Material y Métodos). Los resultados mostraron que la 
mayoría de las cepas estudiadas, con la excepción de ACRp-72.1, 
J3G801 y H29040401H, presentaban β-hemólisis, produciendo halos 
completamente transparentes alrededor de las colonias (Tabla IV.4; 
Fig. IV.16B). Estos datos por tanto confirman que la mayoría de las 
cepas de P. damselae subsp. damselae, independientemente de la 
presencia o no de pPHDD1, son hemolíticas en sangre de oveja.  
Con la finalidad de estudiar la presencia de hlyAcr en los aislados 
de nuestra colección, diseñamos los cebadores hlyAcr_interno_F y 
hlyAcr_interno_R a partir de la secuencia nucleotídica de la cepa tipo 
CIP 102761 depositada en GenBank. Estos cebadores amplifican una 
sección interna de hlyAcr (Tabla III.4 de Material Métodos) (Fig. 
IV.15A). 
Los resultados obtenidos demostraron la ubicuidad de hlyAcr en 
todos los aislados hemolíticos estudiados. Además, dado que hlyAcr 
está ubicado en el cromosoma I y está presente también en las cepas 
sin plásmido, es probable que hlyApl tenga su origen evolutivo en un 
gen de localización cromosómica tipo-hlyAcr. De acuerdo con esta 
hipótesis, muchas especies de Vibrio portan homólogos de hlyAcr en 
sus cromosomas (ver más abajo, Fig. IV.18). Por el contrario, en las 
cepas no hemolíticas J3G-801 y ACRp-72.1 hlyAcr no fue posible 
amplificar el gen completo hlyAcr (Fig. IV.15B; Fig. IV.16; Tabla 
IV.4), evidencia que había sido anteriormente apuntada por Rivas et 
al. (2014). Estos autores desmostraron la ausencia de hlyAcr en las 
cepas ACRp-72.1 y J3G801, y evidenciaron que la tercera cepa no 
hemolítica, H29040401H, contenía un pseudogen de hlyAcr causado 
por la inserción del gen de una transposasa. Del mismo modo, Terceti 
et al. (2016) también verificaron que tres cepas de P. damselae subsp. 
damselae sin actividad hemolítica, aisladas de lubina en el Mar Negro, 
contenían elementos de inserción que rompían la pauta abierta de 
lectura del gen hlyAcr.  
Como conclusión preliminar de estos datos, podemos confirmar 
que, si bien la mayoría de los aislados presentan actividad hemolítica, 
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la base genética que subyace a dicha actividad puede variar entre 
aislados. Las cepas que secretan Dly y PhlyP, y por lo tanto portadoras 
del plásmido pPHDD1, exhiben un halo hemolítico más amplio que el 
de las cepas carentes del mismo (Fig. IV.16B). Los halos de mayor 
tamaño (HG) se deben a la acción conjunta de Dly, PhlyP y PhlyC; el 
fenotipo de halo intermedio (HM) presentado por la cepa tipo CIP 
102761 y por H01100402O posiblemente es causado por sustituciones 
aminoacídicas en PhlyP, PhlyC o en ambas, lo que probablemente 
disminuya la actividad de las hemolisinas; PhlyC es la responsable del 
halo pequeño (HP) exhibido por las cepas carentes de pPHDD1 (Fig. 
IV.16A).  
 
Fig. IV.15: (A) Representación esquemática del contexto genético de hlyAcr 
(VDA_002420) en la cepa tipo CIP 102763, e hibridación de los cebadores 
empleados en la búsqueda del mismo. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de 
los productos de amplificación del gen hlyAcr en 49 aislados de P. damselae subsp. 





















































































































































































































































Fig. IV.16: (A) Representación esquemática de las bases genéticas de los diversos 
fenotipos hemolíticos observados en P. damselae subsp. damselae (basado en los 
estudios de Rivas et al. (2011, 2013a, 2013b y 2014). (B) Fenotipos hemolíticos de 
diversos aislados de P. damselae subsp. damselae en placas de agar sangre de 
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aLa presencia de pPHDD1 se evaluó mediante PCR dirigida al gen de la damselisina (dly). bActividad hemolítica realizada en placas de 
TSA-1 suplementadas con 5% de sangre de oveja (Oxoid); (SH) sin halo, (HP) halo pequeño, (HM) halo moderado, (HG) halo 
grande.cPrueba de la actividad gelatinasa realizada en placas de TSA-1 suplementadas con 3% de gelatina. dActividad fosfolipasa 
estudiada en placas de TSA-1 suplementadas con 3% de yema de huevo. (+) halo medio (cepas que solo producen PlpV), (++) halo 
grande (cepas que producen Dly y PlpV). eActividad lipolítica testada en placas de TSA-1 suplementadas con 1% de tween 80. 
fActividad lipolítica testada en placas de TSA-1 suplementadas con 1% de tween 20. 
Tween-20
Testc colP Testd plpV Teste lip80 Testf
CDC-2227-81 Humano, EEUU + - HG + - - - ++ + + + +
CIP 102761 Pez doncella, EEUU + + HM + - - - ++ + + + +
ATCC 35083 Tiburón marrón, EEUU - - HP + - - - + + - - +
309 Mejillón, España - - HP + - - - + + + + +
PG-801 Camarón, Taiwan - - HP + - - - + + + + +
J3G-801 Camarón, Taiwan - - SH - - - - + + - - +
192 Delfín, EEUU - - HP + - - - + + + + +
238 Delfín, EEUU - - HP + - - - + + + + +
TW 294 L2 Lubina, España - - HP + - - - + + + + +
TW 250/03 Dorada, España - - HP + - + + + + + + +
TW 462/02.1 Dorada, España - - HP + - - - + + + + +
ST-1 Trucha, EEUU - - HP + - - - + + + + +
AZ 247.1 Rodaballo, España - - HP + - - - + + + + +
ACR 208.1 Rodaballo, España - - HP + - - - + + - - +
USC-Viro-1 Rodaballo, España - - HP + - - - + + + + +
ACRP-72.1 Rodaballo, España - - SH - - - - + + + + +
DCL 1.2 Dorada, España - - HP + - - - + + + + +
DCL 4.1 Dorada, España + - HG + - - - ++ + + + +
DCL 7.1 Dorada, España + - HG + - + + ++ + + + +
DCL 7.3 Dorada, España + - HG + - - - ++ + + + +
DCL 8.1 Dorada, España - - HP + - + + + + + + +
DCL 9.1 Dorada, España - - HP + - - - + + + + +
Actividad 
gelatinasa






caseinasaCepas de Pdd Hospedador/Procedencia pPHDD1a
ANA VENCES LORENZO 
132 
4.3.2.El gen hlyAcr presenta distintos contextos genéticos en los 
genomas de P. damselae subsp. damselae estudiados
Si bien ya hemos demostrado, en consonancia con los resultados 
aportados por Rivas et al. (2013b; 2014), que todos nuestros aislados 
de P. damselae subsp. damselae hemolíticos presentan en su 
cromosoma I el gen hlyAcr, el siguiente paso a seguir fue el de estudiar 
su contexto genético. Para ello, analizamos el entorno del gen hlyAcr
en los cuatro genomas secuenciados en este trabajo. Tal y como 
podemos observar en la Fig. IV.17, el gen hlyAcr muestra contextos 
diferentes en cada cepa pero siempre flanqueado por los genes que 
codifican una oxidorreductasa y una posible proteína de canal KefA.
Esta observación sugiere que la región cromosómica en la cual se 
encuentra el gen hlyAcr, podría constituir un punto caliente de 
recombinación de ADN. El número de genes variables que 
constituyen ese punto caliente varían de uno a once en las cuatro cepas 
analizadas. La similitud de las secuencias nucleotídicas de kefA y el 
gen de la oxidorreductasa entre los genomas analizados es del 100%
de identidad y 100% de cobertura, lo que indica que son genes 
conservados en esta especie. Además, la presencia de genes 
relacionados con la movilidad de ADN como pueden ser elementos de 
inserción o genes del ARNt, podría haber impulsado la 
hipervariabilidad en esta región cromosómica (Fig. IV.17). Diversos 
autores han enfatizado el papel que desempeñan los ARNt en la 
adquisición de ADN (Hou, 1999), y que los elementos de inserción 
que flanquean las islas de patogenicidad a menudo se localizan en 
zonas próximas a los genes ARNt (Blum et al., 1994). Por otro lado, 
mientras que hlyAcr está ubicado en el cromosoma I de P. damselae 
subsp. damselae, en otras especies de la familia Vibrionaceae la 
hemolisina está codificada en el cromosoma II, como es el caso de V.
fluvialis (Khatri et al., 2013), V. anguillarum (Naka et al., 2011) o V. 
cholerae (Heidelberg et al., 2000). En general, podríamos considerar 
por tanto a esta región variable como un punto caliente de ensamblaje 
del genoma donde han ocurrido eventos “indel” (inserciones y 
delecciones), incluidos aquellos que han afectado a la adquisición o 
pérdida de hlyAcr.
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
133 
 
Fig. IV.17: Representación esquemática del contexto genético variable de hlyAcr 
entre el gen kefA y el gen de la oxidorreductasa en los genomas de P. damselae 
subsp. damselae indicados. Comparación nucleotídica realizada mediante el 
programa MAUVE (Darling et al., 2010). 
 
4.3.3. La hemolisina cromosómica PhlyC de LD-07 muestra 
homología con toxinas formadoras de poro de 
numerosas especies de la familia Vibrionaceae 
Las hemolisinas son enzimas producidas por una gran cantidad de 
especies bacterianas diversas tales como E. coli, Pseudomonas 
aeruginosa o diferentes especies del género Vibrio (Zhang & Austin, 
2005). La búsqueda de enzimas homólogas a la hemolisina PhlyC 
mediante el servidor BLASTP, manifestó su similitud con hemolisinas 
de varias especies de la familia Vibrionaceae y Aeromonadaceae, la 
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mayoría de ellas, patógenas de animales marinos y algunas patógenas 
oportunistas de humanos. La proteína PhlyC de la cepa LD-07 de P. 
damselae subsp. damselae (A0J46_02060), muestra similitudes muy 
elevadas con las secuencias aminoacídicas de diversas hemolisinas 
cromosómicas de aislados de P. damselae subsp. damselae
disponibles en las bases de datos: VDA_002420 de la cepa CIP 
102761, A0J47_02585 de RM-71, A9D46_00870 de A-162, 
AHL64232 de RG-91 y AHL64205 de 402O. Todas ellas presentan 
unos valores del 99% de identidad y 100% de cobertura. Asimismo, la 
hemolisina codificada en pPHDD1 (PhlyP) de diversas cepas de P. 
damselae subsp. damselae, presenta un 92% de identidad y 100% de 
cobertura: VDA_000160 de CIP 102761, A0J47_15440 de RM-71. 
Por otro lado, PhlyC muestra homología con hemolisinas de 
Photobacterium spp.: P. profundum (46% identidad, 98% cobertura), 
P. leiognathi (44%, 97%), P. piscicola (46%, 90%), P. jeanii (40%, 
93%), P. swingsii (41%, 100%), P. sanguinicancri, (39%, 99%).
Además, la hemolisina PhlyC está íntimamente relacionada con 
las de otras especies de la familia Vibrionaceae: Aliivibrio fischeri 
(60% identidad, 100% cobertura), Aliivibrio wodanis (59%, 100%), V. 
anguillarum (50%, 96%), V. mimicus (49%, 98%), V. 
parahaemolyticus (49%, 100%), V. metschnikovii (49%, 98%), V. 
furnissii (48%, 93%), V. alginolyticus (49%, 93%), V. fluvialis (47%, 
98%), V. campbellii (48%, 97%), V. metoecus (48%, 98%), V. harveyi
(48%, 97%), V. cholerae (48%, 98%), entre otros. Asimismo, también 
muestra homología con aerolisinas (familia de toxinas formadoras de 
poro) de Aeromonas spp.: A. salmonicida subsp. pectinolytica (46% 
identidad, 94% cobertura), A. piscicola (46%, 94%), A. salmonicida
subsp. salmonicida (46%, 94%) o A. hydrophila (46%, 93%).
Para comprender mejor las relaciones filogenéticas entre 
homólogos, se realizó un análisis filogenético empleando el método 
Neighbor-Joining (1000 bootstraps) (Saitou & Nei, 1987). Como 
podemos observar en el árbol obtenido, la gran distancia genética que 
separa los homólogos HlyA de diferentes especies sugiere una 
asociación a largo plazo de genes hlyA con Vibrionaceae y especies de 
Aeromonadaceae. Por otro lado, nos llama la atención que las 
hemolisinas de P. jeanii, P. swingsii y P. sanguinicancri se agrupen 
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independientemente del resto de las del género Photobacterium, a 
pesar de que presentan los mismos dominios proteicos que PhlyC, por 
ejemplo (datos no mostrados). Con respecto a P. damselae subsp. 
damselae, el análisis filogenético exhibió dos ramas bien definidas, 
una que comprende las secuencias de PhlyC y otra que incluye las de 
la hemolisina plasmídica PhlyP (Fig. IV.18). La gran similitud a nivel 
aminoacídico entre las dos hemolisinas de P. damselae subsp. 
damselae (cromosómica y plasmídica, respectivamente), en 
comparación con sus homólogos en otras especies, sugiere que las dos 
versiones de genes hlyAcr y hlyApl, tienen su origen en un único gen 
original, y son el resultado de un evento de duplicación génica y 
posterior divergencia en P. damselae subsp. damselae. 
 
Fig. IV.18: Árbol filogenético de las proteínas homólogas a la hemolisina PhlyC de 
la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae (Pdd). Entre paréntesis se indican 
los códigos de acceso de GenBank. El árbol filogenético se construyó empleando el 
método Neighbor-joining (1000 bootstraps) con el programa MEGA 6 (Tamura et al., 
2013). La barra de escala indica el número de sustituciones por sitio. 
hemolisina_V. metoecus (XV92_03490)
VCC_V. cholerae (VC_A0219)
hemolisina VMH_V. mimicus (AL543_02805)
hemolisina_ V. campbellii (Vca1114GL_04780)
hemolisina VFH_ V. fluvialis (AL536_06945)
hemolisina_ V. parahaemolyticus (WP_080286299.1)
Hemolisina_V. metschnikovii (VIB_001809)




aerolisina_A. salmonicida subsp. pectinolytica (K931_00580)





hemolisina plasmídica_PhlyP (cepa RM-71/ A0J47_15440)
hemolisina plasmídica_PhlyP (cepa CIP_102761/ VDA_000160)
hemolisina cromosómica_PhlyC (cepa 402O/ AHL64205.1)
hemolisina cromosómica_PhlyC (cepa LD-07/ A0J46_02060)
hemolisina cromosómica_PhlyC (cepa CIP 102761/ VDA_002420)
hemolisina cromosómica_PhlyC (cepa RG-91/ AHL64232)
hemolisina cromosómica_PhlyC (cepa RM-71/ A0J47_02585)






























ANA VENCES LORENZO 
136 
Llegados a este punto, es necesario mencionar que generalmente a 
las enzimas capaces de lisar eritrocitos se les denomina hemolisinas, 
pero estas toxinas pueden obedecer a modos de acción diferentes, que 
pueden corresponder bien al mecanismo de una toxina formadora de 
poro (TFP), o bien al de una fosfolipasa (Sun et al., 2007). Por ello, la 
hemólisis puede ser el resultado, no de la acción de una toxina 
formadora de poro tipo PhlyC, sino también de la actividad de una 
fosfolipasa como sucede con la fosfolipasa C de Pseudomonas
aeruginosa o la damselisina de P. damselae subsp. damselae. En 
ocasiones podemos toparnos con proteínas anotadas como hemolisinas 
que en realidad son fosfolipasas con actividad hemolítica adicional, 
como acontece con las fosfolipasas TLH/LDH de V. alginolyticus y V. 
parahaemolyticus o VHH de V. harveyi. Sin embargo, la mayoría de 
las denominadas hemolisinas actúan como proteínas formadoras de 
poro. En este apartado, el término hemolisina hace referencia a las 
TFP. Las hemolisinas homólogas a PhlyC corresponden todas ellas a 
enzimas consideradas como toxinas formadoras de poro, destacando la 
citolisina VCC de V. cholerae y la fobalisina plasmídica PhlyP de P. 
damselae subsp. damselae (Rivas et al., 2015a) o VHH de V. mimicus
(Shinoda et al., 1993; Miyoshi et al., 1997), pertenecientes a la clase 
- -TFP) de Aeromonas spp. (Los et al., 2013), 
entre otras.
4.3.4.Estudio in silico de la hemolisina PhlyC de la cepa LD-
07 ( pPHDD1) de P. damselae subsp. damselae
El gen hlyAcr consta de 1.809 pb, cuya proteína predicha PhlyC 
(A0J46_02060) está constituida por 603 aminoácidos, con una masa 
teórica de 68,14 KDa (proteína madura sin péptido señal: 65,72 KDa) 
y punto isoeléctrico de 5,16 (Stothard, 2000). Además, como podemos 
observar en la Fig. IV.19A, la predicción de la estructura secundaria 
de PhlyC realizada con el servidor Phyre2 (Kelley et al., 2015), y 
empleando como modelo la estructura secundaria descrita de la toxina 
formadora de poro VCC de Vibrio cholerae (PDB 1XEZ) (Olson & 
Gouaux, 2005), reveló que esta enzima presenta la estructura típica de 
. Este tipo de proteínas están compuesta en su 
totalidad por láminas-
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hélices- ia (Hubbard et al., 1999). Concretamente, PhlyC
exhibe una arquitectura a modo de sándwich con 10 hebras en dos 
láminas (Hubbard et al., 1999). 
Trabajos recientes llevados a cabo con la hemolisina PhlyP de P. 
damselae subsp. damselae (codificada por el gen hlyApl en pPHDD1), 
han demostrado su clasificación como una toxina formadora de poro, 
pasando a ser nombrada fobalisina P (Rivas et al., 2015a). Asimismo, 
Rivas et al. (2013b) habían resaltado el alto porcentaje de similitud 
entre las toxinas PhlyC y PhlyP de la cepa RM-71 (92% similitud), 
dejando entrever posteriormente que la hemolisina cromosómica 
codificada por hlyAcr podría ser también una toxina formadora de poro 
(Rivas et al., 2015a). Las toxinas formadoras de poro son enzimas 
sintetizadas por un gran número de bacterias, que se clasifican en dos 
- -TFP, en función de si la estructura secundaria de 
-hélices o 
-barriles, respectivamente (Dal Peraro & van der Goot, 2016). Varias 
familias se han descrito dentro de cada una de las clases: las familias 
de las colicinas, citolisinas A (ClyA), actinoporinas y RTX e -TFP, 
y las familias de las hemolisinas, aerolisinas y citolisinas dependientes 
-TFP (Dal Peraro & van der Goot, 2016). 
Este tipo de toxinas son secretadas como monómeros solubles en 
agua, que experimentan una serie de cambios conformacionales al 
unirse a las membranas de las células diana, lo que lleva a la 
formación de complejos de poro transmembrana oligoméricos 
(Iacovache et al., 2008). El número de monómeros constituyentes de 
la estructura final varía, así por ejemplo, nos encontramos con los 
cinco monómeros de PhlyP (Rivas et al., 2015a), los siete de VCC 
(Krasilnikov et al., 2007) o los 50 de las citolisinas dependientes de 
colesterol (CDC) (Gonzalez et al., 2008). A pesar de compartir el 
mismo modo de acción, hay importantes diferencias estructurales y 
funcionales entre las toxinas de las diferentes familias (Tilley & 
Saibil, 2006). Las TFP pueden ocasionar daño directo sobre las células 
diana (Bhakdi & Tranum-Jensen, 1986), promover el escape de 
compartimentos de membrana (Hamon et al., 2012) o introducir 
factores de virulencia en el citosol (Krantz et al., 2006). Las toxinas 
formadoras de poro se caracterizan, tal y como su nombre sugiere, por 
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horadar la membrana plasmática de la célula eucariota diana a través 
de la creación de poros. Una de las toxinas de este tipo mejor 
estudiadas es la citolisina VCC de V. cholerae (De & Olson, 2011; 
Olson & Gouaux, 2003; Zitzer et al., 2001). El efecto citotóxico 
descrito en VCC reside en la formación de canales oligoméricos de 
tipo barril-
posterior lisis osmótica coloidal de la misma. Es conveniente resaltar 
que VCC se sintetiza en forma de monómeros que permanecen en 
disolución, y que posteriormente oligomerizan entre ellos formando 
heptámeros al contactar con la membrana celular (Krasilnikov et al.,
2007) (Fig. IV.20).
El análisis de los dominios proteicos de PhlyC de LD-07 (Fig. 
IV.19C) llevado a cabo mediante la información aportada por los 
estudios estructurales de la citolisina VCC de Olson & Gouaux 
(2005), y sustentada por la predicción realizada por el servidor 
bioinformático SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)
(Letunic & Bork, 2017), reveló la presencia de un pro-dominio 
(posiciones 45 a 155), un dominio citolisina (posiciones 156 a 479) y 
un dominio lectina (posiciones 480 a 595). A continuación 
detallaremos en profundidad cada uno de estos dominios, utilizando la
citolisina VCC descrita en Vibrio cholerae como referencia.
El primer dominio que localizamos en PhlyC, después del péptido 
señal predicho, es el dominio N-terminal o pro-dominio (Fig. 
IV.19BC). En la citolisina VCC, el pro-dominio actúa a modo de 
chaperona guiando el plegamiento de la protoxina (Nagamune et al.,
1997), por lo que es necesario para una correcta flexibilidad 
estructural durante el proceso de secreción (Paul & Chattopadhyay, 
2011). Además, este dominio parece bloquear las interacciones entre 
protómeros y prevenir la oligomerización (Oslon & Gouaux, 2005). 
La ubicación del pro-dominio por lo tanto, explica por qué la pro-
toxina es inactiva y por qué es necesaria la eliminación del pro-
dominio a través de proteólisis para la activación de la toxina. Así por 
ejemplo, las proteasas ubicadas en la membrana de la célula 
hospedadora (Valeva et al., 2004) o en el medio extracelular 
(Nagamune et al., 1996) escinden el pro-dominio de VCC con la 
consecutiva activación, oligomerización y formación de poros 
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transmembrana (Fig. IV.20). Por el contrario, si bien PhlyP codifica 
-PFT que también se produce como una protoxina, 
PhlyP parece estar ya en forma madura en los productos extracelulares
(Rivas et al. 2015a).
Por otro lado, el proceso de oligomerización y formación de poro 
requiere de una serie de cambios conformacionales mediados por 
interacciones proteína-proteína (Lohner et al., 2009), en los que los 
enlaces disulfuro juegan un papel clave (Valeva et al., 2005). Como
podemos observar en la Fig. IV.19C, PhlyC contiene en las mismas 
posiciones los seis residuos de cisteína presentes en VCC (Valeva et 
al., 2005), por lo que PhlyC podría tener los mismos enlaces disulfuro 
y, por lo tanto, un plegamiento similar al presentado por VCC.
A continuación del domino N-terminal o pro-dominio, nos 
encontramos con el dominio citolítico (Fig. IV.19BC), considerado 
como el núcleo estructural y funcional de VCC (Oslon & Gouaux, 
2005). Este dominio está relacionado con la familia 
Aerolisina/Hemolisina/Leucocidina de las toxinas formadoras de poro 
(Finn et al., 2016). De hecho, la predicción de dominios mediante 
SMART y Pfam, denomina a este dominio como dominio leucocidina 
(código acceso Pfam: PF07968). Dentro de este dominio, es 
conveniente destacar la presencia de la región denominada “pre-stem”
(Fig. IV.19BC), que corresponde a la zona de penetración en la 
membrana plasmática. Una vez que los monómeros polimerizan, esta 
región se despliega para permitir así anclarse en la membrana (De & 
Olson, 2011) (Fig. IV.20). En VCC, la P328 presente en esta zona 
constituye el punto de giro de las dos láminas antiparalelas de cada 
monómero. Además, los aminoácidos que siguen a esta prolina 
muestran una hidrofobicidad alternante al menos en los ocho residuos 
siguientes (Valeva et al., 2005). PhlyC, muestra esta prolina en una 
posición muy cercana (P324), y además también presenta dicha 
alternancia en la hidrofobicidad de los aminoácidos posteriores (Fig. 
IV.19BC). Estos datos sugieren que PhlyC y VCC muestran una 
arquitectura común en la región de la enzima que atraviesa la 
membrana plasmática. 
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Fig. IV.19: (A) Estructura secundaria para PhlyC predicha por Phyre2 (cobertura del 87% de los residuos aminoacídicos con 
una confianza > del 90%) y editada con Chimera (Pettersen et al., 2004). (B) Dominios proteicos predichos para PhlyC. En 
magenta se indica el pro-dominio, en azul el dominio citolisina o citolítico, en verde la zona “pre-stem” o pre-tallo, y en rojo 
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Fig. IV.19 (Cont.): (C) Alineamiento aminoacídico y dominios de las hemolisinas PhlyP y PhlyC de la cepa RM-71, y PhlyC de la cepa LD-07, 
con la citolisina VCC de Vibrio cholerae. Las secuencias subrayadas corresponden a péptidos señal predichos. En verde se señala el dominio 
transmembrana y en asterisco la prolina que separa las dos láminas beta antiparalelas. Se resaltan en negrita los residuos conservados 
posteriores a la prolina324 de alternancia de hidrofobicidad. En amarillo, se muestran los residuos de cisteína. En azul oscuro se resaltan los 
residuos aromáticos con posiciones relevantes conservadas y en naranja las diferentes. En violeta los motivos QsW conservados en el 
dominio lecitina. Las letras en rojo y negrita indican los residuos aminoacídicos distintos entre la fobalisina C de la cepa RM-71 y la 
fobalisina C de la cepa LD-07. Análisis realizado mediante Clustal Omega: (*) coincidencia aminoacídica exacta (:) coincidencia alta (.) coincidencia. 
(C)
VCC               --MPKLNRCAIAIFTILSAISSPTLLANINEPSGEAADIISQVADSHAIKYYNAADWQAEDNALPSLAELRDLVINQQKRVLVDFSQISDAEGQAEMQAQFRKAYGVGFANQFIVITEHK
PhlyP(RM-71)      MKIRKLYSCILLGLSSLSASAIA-EVDNYST-PADVVSILSSVKNPDRIVYINMK-----QEELSTYDSILEDIINNDKQYIFDLSFD-SDEEKANLQKKFKDLMGVKFDSNFIVVTGYK
PhlyC(RM-71)      MKIRKLYSCILLGLSSLSASAIA-DVDNYST-GADAISILSSVQNPDRIVYVNMK-----QEEISTYNHILEDIIYNDKQYIFDLSFD-NNEEKEKLQKKFKDLMGVKFDSNFIVVTGYK
PhlyC(LD-07)      MKIRKLYSCILLGLSSLSASAIA-DVDNYST-GADAISILSSVQNPDRIVYVNMK-----QEEISTYNRILEDIIYNDKQYIFDLSFD-NNEEKDKLQKKFKDLMGVKFDSNFIVVTSYK
: **  * :  :: *** :    : * .   .:. .*:*.* : . * * *       :: : :   : : :* ::*: :.*:*   . * : ::* :*:.  ** * .:***:* :*
VCC               GELLFTPFDQAEEVDPQLLEAPRTAR----LLARSGFASPAPANSETNTLPHVAFYISVNRAISDEECTFNNSWLWKNEKGSRPFCKDANISLIYRVNLERSLQYGIVGSATPDAKIVRI
PhlyP(RM-71)      NQLMYTPISDTNDRMISILDHEAKSNDISKFPRALALSSGKVASDQSISLPHVSFYLNVNKEITDQECTFRNSLIWD--RGSRSFCKNGNISLIYQVILERSLSFGTNGVATPDAKIVRI
PhlyC(RM-71)      NQLMYTPIADANDRMVSVLDHEARSNDISKYPMALALRSGNATSDQSISLPHVSFYLNVNKEITDQECTFRNSLIWD--RGSRSFCKNGNISLIYQVILERSLSFGTNGVATPDAKIVRI
PhlyC(LD-07)      NQLMYTPIADANDRMVSVLDHEARSNDISKYPMALALRSGNATSDQSISLPHVSFYLNVNKEITDQECTFRNSLIWD--RRSRSFCKNGNISLIYQVILERSLSFGTNGVATPDAKIVRI
.:*::**: ::::   .:*:    :.         .: *   :..:: :****:**:.**: *:*:****.** :*.  : ** ***:.******:* *****.:*  * **********
VCC               SLDDDSTGAGIHLNDQLGYRQFGASYTTLDAYFREWSTDAIAQDYRFVFNASNNKAQILKTFPVDNINEKFERKEVSGFELGVTGGVEVSGDGPKAKLEARASYTQSRWLTYNTQDYRIE
PhlyP(RM-71)      SLDDNTTGAGIHLNDTLTHKSYWANYQVVSGWAREWSASAIAQDYLFDISTSNEKAQILKTFPRENINSNYNINESSGFTIGVTGGAEVSKDGPKASLQASASYSQSKSLSFNTQDYRVE
PhlyC(RM-71)      SLDDNTTGAGIHLNDTLTQKYYWANYQVVSGWAREWSASAIAQDYLFDISTSNKKAQILKTFPRENINSNYNINESSGFTIGVTGGAEVSKDGPKASLQANASYSQSKSLSFNTQDYRVE
PhlyC(LD-07)      SLDDNTTGAGIHLNDTLTHKYYWANYQVVSGWAREWSASAIAQDYLFDISTSNEKAQILKTFPRENINSNYNINESSGFTIGVTGGAEVSKDGPKASLQANASYSQSKSLSFNTQDYRVE
****::********* *  : : *.* .:..: ****:.****** * :.:**:********* :***.::: :* *** :*****.*** *****.*:* ***:**: *::******:*
VCC               RNAKNAQAVSFTWNRQQYATAESLLNRSTDALWVNTYPVDVNRISPLSYASFVPKMDVIYKASATETGSTDFIIDSSVNIRPIYNGAYKHYYVVGAHQSYHGFEDTPRRRITKSASFTVD
PhlyP(RM-71)      KNSTSAQNVSFRWAREQYPNSESLLDKWTNPVWSEDYPANLKKVQPLSYASFVPKLDVIYKASPNETGKTQFTIDSSVNIMPLYNRAWFYFYGVGAHQTYYGVDDQPLRRVNKAISFTVD
PhlyC(RM-71)      KNSTSAQNVSFRWAREQYPDSESLLDKWTNPVWSEGYPANLKKVQPLSYASFVPKLDVIYKASPNETGKTQFTIDSSVNIMPLYNRSWFYFYGIGAHQTYYGVDDQPLRRVNKAISFTVD
PhlyC(LD-07)      KNSTSAQNVSFRWAREQYPDSESLLDKWTNPVWSEGYPANLKKVQPLSYASFVPKLDVIYKASPNETGKTQFTIDSSVNIMPLYNRSWFYFYGIGAHQTYYGVDDQPLRRVNKAISFTVD
:*:..** *** * *:**  :****:: *: :* : **.:::::.**********:******* .***.*:* ******* *:** :: ::* :****:*:*.:* * **:.*: *****
VCC               WDHPVFTGGRPVNLQLASFNNRCIQVDAQGRLAANTCDSQQSAQSFIYDQLGRYVSASNTKLCLDGEALDALQPCNQNLTQRWEWRKGTDELTNVYSGESLGHDKQTGELGLYASSNDAV
PhlyP(RM-71)      WEHPVFTGGTPVNIQLASFNNKCMDIQNKGIVMTAECDINSKSQSFIYDQYNRYVSATNTKLCLDGESLSELQPCSLKLTQKWLWDGDK--LKNSFEDKYLTFDNDTFLLESSLSN----
PhlyC(RM-71)      WEHPVFTGGTPVNLQLASFNNKCIDIQNNNKVMTAECDINSKSQSFIYDQYNRYVSATNTKLCLDGESLSELQSCSLKLTQKWLWDGDR--LKNSFEDKYLTVDNDTLSLETGLSK----
PhlyC(LD-07)      WEHPVFTGGTPVNLQLASFNNKCIDIQNNNKVMTAECDINSKSQSFIYDQYNRYVSATNTKLCLDGESLSELQSCSLKLTQKWLWDGDI--LKNSFEDKYLTVDSDTLSLETGLSN----
*:******* ***:*******:*:::: :. : :  ** :..:******* .*****:*********:*. ** *. :***:* *  .   *.* :..: *  *.:*  *    *. 
VCC               SLRTITAYTDVFNAQESSPILGYTQGKMNQQRVGQDHRLYVRAGAAIDALGSASDLLVGGNGGSLSSVDLSGVKSITATSGDFQYGGQQLVALTFTYQDGRQQTVGSKAYVTNAHEDRFD
PhlyP(RM-71)      KQKLNSSYTRVFDSSTINK-----------------------------------------------------------------------------------------------------
PhlyC(RM-71)      KQKLNSSYTRVFDPSTINQ-----------------------------------------------------------------------------------------------------
PhlyC(LD-07)      KQKLNSSYTRVFDPSTIN------------------------------------------------------------------------------------------------------
. :  ::** **: .  .                                         
VCC               LPAAAKITQLKIWSDDWLVKGVQFDLN
PhlyP(RM-71)      ---------------------------
PhlyC(RM-71)      ---------------------------
PhlyC(LD-07)      ---------------------------
*
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Fig. IV.20: Representación de la estructura del monómero soluble en agua e 
inactivo de VCC (a la izquierda) y ensamblaje de la citolisina VCC, formada por los 
siete monómeros, en la membrana de la célula eucariota diana (a la derecha). 
Imagen modificada de Khilwani & Chattopadhyay (2015) (CC), basándose en la 
información aportada por De & Olson (2011). 
 
En el mismo orden de ideas, Olson & Gouax (2003) establecieron 
una serie de residuos aromáticos en VCC, que ocupan posiciones 
relevantes en el dominio transmembrana y la región que está en 
contacto con la membrana plasmática (Y338, W367, Y438, Y445, W475, 
Y260, Y279, F313, W343, Y454 y F471). Al comparar estas posiciones en 
PhlyC, observamos un total de nueve coincidencias, una sustitución de 
tipo conservativo (Y445 por F441) y una diferencia (W343 por S339), lo 
que vuelve a sugerir un plegamiento similar (Fig. IV.19C). Asimismo, 
las proteínas de tipo barril-β se caracterizan por mostrar una capa de 
aminoácidos aromáticos cerca de la interfase lípido/solvente (Gouaux, 
1998). En VCC este anillo está formado por los aminoácidos 
aromáticos F313 y Y338 (De & Olson, 2011), residuos conservados 
también en PhlyC (posiciones F309 e Y334) (Fig. IV.19C; Fig. IV.20). 
Otro hecho a tener en cuenta, es el tamaño del poro creado por la 
toxina formadora de poro. Con respecto a VCC, el punto más estrecho 
del canal está formado por los siete residuos del aminoácido aromático 
triptófano (W343) (De & Olson, 2011). Como se puede apreciar en la 
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aminoácido mucho más pequeño. Esta diferencia aminoacídica podría 
verse reflejada en un mayor tamaño del poro. Cabe citar que esta 
variación no solo es exclusiva de P. damselae subsp. damselae, ya que 
muchas especies del género Vibrio presentan esta serina e incluso V.
vulnificus muestra una treonina (datos no mostrados). Por su parte, las 
especies del género Aeromonas parecen tener glicina como residuo 
conservado (datos nos mostrados).
Otro residuo a tener en cuenta en el dominio catalítico de VCC es 
el triptófano W367, responsable de la formación de un bolsillo de unión 
para un grupo lipídico (Olson & Gouax, 2003). La hemolisina PhlyC 
muestra también un triptófano en esta posición (W363), por lo que 
podría mantener la misma función (Fig. IV.19C). Todos estos datos 
aportados acerca del dominio citolítico, ponen de manifiesto que el 
núcleo principal de PhlyC comparte homología funcional con VCC.
Continuando con la descripción de los dominios proteicos 
localizados en PhlyC de la cepa LD-07, al igual que VCC, presenta un 
-trébol). Debemos destacar que la hemolisina PhlyC 
de LD-07, al igual que PhlyP (Rivas et al., 2015a) y que las de 
Aeromonas -prisma) 
mostrado por VCC (Fig. IV.19C). Este tipo de dominios están 
implicados en la unión a carbohidratos, los cuales posiblemente sean 
las moléculas de la membrana plasmática de la célula diana que 
reconozca la toxina. Además, también se llegaría a demostrar que el 
plegamiento de proVCC a su conformación nativa es dependiente del 
-trébol (Mukherjee et al., 2016). Por su parte, la eliminación 
-prisma en VCC provocó la pérdida de la actividad 
hemolítica (Mazumdar et al., 2011), lo que llevó a la conclusión de 
-trébol está inactivo en esta toxina (Kaus et al., 2014). 
-trébol sí está activo (Rivas et al.,
2015a). -trébol nos 
encontramos con dos o tres puentes disulfuro conservados, así como 
tres motivos QsW (Olson & Gouax, 2003). VCC y PhlyC presentan 
dos puentes disulfuro y dos dominios QsW (Fig. IV.19C).
Si bien no hemos comparado en detalle las hemolisinas PhlyP y 
PhlyC de RM-71 con PhlyC de LD-07, podríamos afirmar que las tres 
hemolisinas se comportan igual en cuanto a los aminoácidos clave 
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analizados a lo largo de esta sección, pero no en cuanto a su actividad, 
ya que Rivas et al. (2013b) han descrito que PhlyP es más hemolítica 
en sangre de cordero que PhlyC (en la cepa RM-71) cuando Dly no 
está presente. Estos datos insinúan, bien la existencia de otros residuos 
que podrían interferir en la actividad hemolítica, o bien la presencia de 
factores de regulación diferenciales para cada variante de fobalisina. 
El análisis in silico llevado a cabo con la hemolisina cromosómica 
de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae, sugiere que 
estamos ante una hemolisina que forma parte de las denominadas 
toxinas formadoras de poro, sintetizadas como monómeros y que 
oligomerizan en pentámeros, formando un poro transmembrana, al 
igual que sucede con su homóloga PhlyP (Rivas et al., 2015a).
4.3.5.PhlyC es la responsable de la capacidad hemolítica de P.
damselae subsp. damselae LD-07 en sangre de oveja y de 
conejo
Con el objetivo de desentrañar la contribución de PhlyC al 
fenotipo hemolítico observado en cepas de P. damselae subsp.
damselae carentes de pPHDD1, construimos en primer lugar, un 
mutante por intercambio alélico del gen hlyAcr (AVL63), y 
posteriormente, analizamos la actividad hemolítica del mismo. El 
procedimiento para la obtención de mutantes por intercambio alélico 
se explica en el apartado 3.8.2 de Material y Métodos. Los cebadores 
utilizados para la obtención del mutante AVL63 se muestran en la 
Tabla III.6 (sección 3.8.2 de Material y Métodos). Puesto que P. 
damselae subsp. damselae es una bacteria marina que causa 
infecciones tanto en animales marinos como en humanos, hemos 
evaluado el fenotipo hemolítico de la cepa parental (AVL49) y del 
hlyAcr) en placas de agar con sangre procedente de 
animales homeotermos (oveja y conejo) y poiquilotermos (trucha). 
Los ensayos de hemólisis se realizaron a 25 °C para los tres tipos de 
sangre. Además, se efectuaron ensayos de hemólisis en líquido en 
sangre de oveja y conejo con los sobrenadantes de los cultivos y con 
los productos extracelulares (ECPs) respectivamente, de las cepas
anteriores (sección 3.12.1.2 de Material y Métodos).
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Tal y como podemos observar en la Fig. IV.21A, los eritrocitos de 
cada especie muestran diferentes susceptibilidades a ser hemolizados 
por la cepa parental AVL49. Por el contrario, la cepa AVL63 
hlyAcr) pierde la capacidad de lisar los eritrocitos cuando se trata de 
sangre de oveja y de conejo (Fig. IV.21A). Estos resultados 
corroboran el estudio realizado por Rivas et al. (2013b), en el que 
demuestran que una cepa sin plásmido pPHDD1, y con una mutación 
por inserción en el gen que codifica PhlyC, pierde la capacidad de 
lisar eritrocitos de oveja. En contraposición, la cepa mutante para 
hlyAcr exhibe todavía una cierta hemólisis cuando interacciona con 
eritrocitos de trucha, a pesar de que el halo hemolítico es turbio y no 
translúcido (Fig. IV.21A). En cambio, en los experimentos de Rivas et 
al. (2013b), una cepa portadora de pPHDD1 a la que se le había 
delecionado los genes que codifican para Dly, PhlyC y PhlyP, no fue 
capaz de lisar los eritrocitos de rodaballo. 
Los ensayos de hemólisis en líquido en sangre de oveja y conejo 
apoyaron los resultados obtenidos en los medios en placas con agar. 
Como se observa en la Fig. IV.21B, los productos extracelulares (3 
mg/mL) y los sobrenadantes (de cultivos DO600=2) de la cepa AVL49 
(secciones 3.10 y 3.11 de Material y Métodos), fueron capaces de lisar 
los eritrocitos de conejo y los de oveja, respectivamente. Por el 
contrario, en el tratamiento con ECPs y sobrenadantes del mutante 
AVL63, los eritrocitos no experimentaban daño alguno (Fig. IV.21B).
Curiosamente, las toxinas formadoras de poro homólogas a PhlyC 
presentan, al igual que ésta, capacidad hemolítica frente a eritrocitos 
de diversas especies de mamíferos, e incluso, de animales 
poiquilotermos, como es el caso de las hemolisinas VAH1 y PhlyP de 
los patógenos de peces V. anguillarum y P. damselae subsp. damselae
(solo en cepas portadoras de pPHDD1), respectivamente (Tabla IV.5). 
Esta selectividad de PhlyC dependiente del tipo de eritrocito podría 
explicarse por diferencias en las composiciones lipídicas de las 
membranas celulares (Ivanov, 2007). Además, la observación de que 
el mutante AVL63 es débilmente hemolítico para eritrocitos de trucha, 
sugiere claramente la existencia de al menos una hemolisina adicional 
que es activa frente a eritrocitos de trucha, y posiblemente de otras 
especies de peces. 





Fig. IV.21: (A) Fenotipos hemolíticos de las cepas parental AVL49 y mutante para 
hlyAcr (AVL63) de P. damselae subsp. damselae en placas de agar suplementadas al 
5% con sangre de oveja y trucha. Con respecto a los eritrocitos de conejo, la 
actividad testada es la correspondiente a 5 µL de los productos extracelulares 
(ECPs) (3 mg/mL) de las cepas AVL49 y AVL63. Los halos hemolíticos se analizaron 
después de 24 horas de incubación a 25 °C. La barra de escala representa 1 cm. (B) 
Actividad hemolítica en presencia de los ECPs/sobrenadantes en eritrocitos de 
oveja y conejo, respectivamente, de la cepa parental AVL49 y mutante para hlyAcr 
(AVL63) de P. damselae subsp. damselae.  
 
Con objeto de confirmar que los fenotipos hemolíticos percibidos 
se debían exclusivamente a la deleción del gen hlyAcr y no a afectos 
polares u otras causas, procedimos a complementar la cepa mutante 
con su respectivo alelo salvaje. Para ello, se amplificó por PCR el gen 
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1995) empleando los cebadores indicados en la Tabla III.7 (sección 
3.9 de Material y Métodos). Este plásmido no es un vector de 
expresión, por lo que al clonar el gen deseado en el sitio de clonaje 
múltiple es necesario proporcionarle una secuencia promotora. En 
nuestro caso, decidimos utilizar el propio promotor del gen, lo que nos 
va a permitir conservar el patrón de expresión natural. Tal y como se 
señala en la Fig. IV.25B (ver más abajo), la cepa AVL459 obtenida al 
hlyAcr) con pAVL449 
(vector que contiene el gen hlyAcr y su promotor), se restauró el patrón 
hemolítico mostrado por la cepa parental. 
Los datos obtenidos en este apartado nos permiten afirmar que la 
hemolisina PhlyC es la principal responsable de la hemólisis de 
eritrocitos de oveja y conejo, así como una de los responsables, en 
menor medida, de la lisis de eritrocitos de trucha, insinuando 
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4.3.6.PhlyC es una toxina termolábil, secretada al medio 
extracelular a través de un sistema de transporte 
general
Los productos extracelulares son sintetizados por las bacterias 
patógenas para facilitar la captación de nutrientes del medio 
circundante, y/o para la invasión exitosa y la supervivencia del 
patógeno dentro del hospedador (Bakopoulos et al., 2003). Si bien 
estudios previos han informado acerca de la actividad hemolítica 
presentada por los productos extracelulares de diversas cepas de P. 
damselae subsp. damselae (Fouz et al., 1993; Labella et al., 2010a), el 
ensayo de actividad hemolítica en sangre de oveja y conejo llevado a 
cabo en el apartado anterior con los ECPs y sobrenadantes de las 
hlyAcr), ya nos han confirmado el carácter 
secretable de la hemolisina PhlyC. Idéntica conclusión obtenemos al 
analizar la capacidad lítica en una placa de agar sangre de cordero 
(Oxoid) de los sobrenadantes obtenidos a partir de cultivos de AVL49 
y AVL63 (en TSB-1 hasta alcanzar una DO600 de 2) (Fig. IV.22). 
Estos datos indican que PhlyC es una toxina secretada al medio 
extracelular, del mismo modo que VFH de V. fluvialis, VAH1 de V. 
anguillarum, VCC de V. cholerae y PhlyP de P. damselae subsp. 
damselae (Tabla IV.5), así como también que no existe otra enzima 
con actividad hemolítica detectable bajo nuestras condiciones 
experimentales. Por otro lado, la abolición de la actividad hemolítica 
tras la incubación de los sobrenadantes de AVL49 durante 10 min a 60 
°C, demuestra el carácter termosensible de PhlyC (Fig. IV.22A), al 
igual que sucede con las hemolisinas homólogas VMH, HlyA, VCC y 
PhlyP (Tabla IV.5).
Las bacterias gram negativas presentan varios tipos de vías de 
secreción de proteínas al medio extracelular. Los sistemas de 
secreción tipo I y II son los más utilizados para la secreción de 
proteínas recombinantes en la cepa K-12 de E. coli (Mergulhão et al.,
2005). El proceso de secreción de proteínas extracelulares dependiente 
del SSTII, es un proceso de dos pasos mediados por translocación 
periplasmática, en el que el péptido señal de la proteína normalmente 
se escinde durante la secreción a través de la membrana citoplasmática 
(Mergulhão et al., 2005). El análisis de la capacidad hemolítica de la 
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cepa S17-1-λpir de E. coli portadora de pAVL449 (pBBR1-MCS5+ 
hlyAcr) obtenida en la sección anterior, demuestra que la incorporación 
del gen hlyAcr le aporta a la cepa de E. coli (no hemolítica) la 
capacidad de lisar eritrocitos de oveja (Fig. IV.25A). Estos resultados 
sugieren que PhlyC debería ser secretada a través de un sistema de 
transporte general conservado entre especies. Por otro lado, la 
predicción de la existencia de un péptido señal en PhlyC través del 
servidor SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011), ha revelado la presencia 
de un péptido señal de 23 aminoácidos 
(MKIRKLYSCILLGLSSLSASAIA), lo cual insinúa que PhlyC 
podría ser secretada al medio extracelular a través de un sistema de 
secreción dependiente del mecanismo Sec (Thanassi et al., 2005), 
como podría ser el SSTII. Al igual que la fobalisina C, sus homólogas 
VMH de V. mimicus, VAH1 de V. anguillarum, VFH de V. fluvialis, 
VCC de V. cholerae y PhlyP de P. damselae subsp. damselae, 
también se expresaron en E. coli y también se han considerado como 
enzimas secretadas al medio extracelular con predicción de péptido 
señal (Tabla IV.5). En el capítulo 4.8 de Resultados y Discusión 




Fig. IV.22: Actividades hemolíticas de los sobrenadantes de la cepa parental AVL49 
(A) y posterior inactivación tras incubación durante 10 min a 60 °C; y de la cepa 
mutante AVL63 (B). Fenotipo testado en placas de agar sangre de cordero (Oxoid) 
tras 24 horas de incubación a 25 °C. La barra de escala representa 1 cm.  
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4.3.7.PhlyC contribuye a la virulencia de LD-07 ( pPHDD1) 
en lubina
Se puede decir que las hemolisinas son las exotoxinas más 
ampliamente distribuidas entre los Vibrio spp. patógenos, existiendo
numerosas evidencias epidemiológicas y experimentales que indican 
su implicación en la patogénesis (Sun et al., 2007). Tal y como se ha 
mencionado anteriormente, las toxinas formadoras de poro (TFP) 
constituyen un grupo de factores de virulencia bacterianos que 
desempeñan un papel importante en diversas patologías, muchas de 
ellas de gran interés en clínica humana. Estas enzimas horadan las 
membranas de las células diana, hecho que contribuye a la 
interrupción de la respuesta inmune de hospedador y ayuda a atravesar 
las barreras epiteliales y endoteliales, favoreciendo la colonización e 
invasión bacterianas, aunque su contribución precisa es difícil de 
establecer (Los & Ratner, 2014). Las TFP pueden contribuir a la 
disrupción del sistema inmune del hospedador mediante (i) la 
prevención al ataque de células del sistema inmune, (ii) lisis directa o 
inducida por muerte celular programada, (iii) ayudar a la invasión 
bacteriana de las células del hospedador y supervivencia intracelular, 
y (iv) secuestrar moléculas del hospedador pertenecientes a rutas de 
defensa (Los et al., 2013). Muchos son los ejemplos de TFP de 
diversas especies bacterianas relacionadas con la virulencia: 
Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Escherichia coli, Helicobacter pylori, Salmonella enterica, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus, entre otras (Los et al.,
2013).
Como ya se ha apuntado al comienzo de ese capítulo, hasta la 
fecha, el papel de la toxina formadora de poro PhlyC en la virulencia 
en peces se ha evaluado exclusivamente en cepas de P. damselae
subsp. damselae portadoras de pPHDD1, y empleando como modelo 
animal el rodaballo, estudio que constató la importancia de PhlyC en 
la virulencia de este tipo de cepas (Rivas et al., 2011; Rivas et al.,
2013b). No obstante, la mayoría de las cepas aisladas de brotes en 
piscifactorías de los últimos años no producen ni Dly ni PhlyP, y 
además, se han recuperado principalmente de peces espáridos y de 
lubinas (Labella et al., 2010a; Terceti et al., 2016; Rivas et al., 2014). 
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Por ello, decidimos estudiar la contribución del gen hlyAcr, y por lo 
tanto de su producto, la fobalisina C (PhlyC), en la virulencia de cepas 
carentes de pPHDD1 empleando como modelo animal la lubina.  
Una vez establecida la relación entre capacidad hemolítica y 
hlyAcr, el siguiente paso a seguir fue el de analizar la posible 
contribución de la fobalisina C a la virulencia en lubina del mutante 
AVL63 (ΔhlyAcr), con respecto a la cepa parental AVL49 de P. 
damselae subsp. damselae (sección 3.13 de Material y Métodos). Es 
necesario resaltar que los peces fueron aclimatados en tanques de 100 
litros a 24 °C durante una semana antes de realizar el desafío, 
manteniendo esta temperatura durante todo el experimento. Las 
pruebas de virulencia se llevaron a cabo por vía intraperitoneal de 
suspensiones bacterianas en solución salina al 0,85%, empleando una 
dosis de 2,5 x 106 UFC/pez e infectando un total de 10 lubinas por 
cepa a ensayar. Además, la mortalidad de los peces se registró 
diariamente durante 8 días post-inoculación, sembrando en TSA-1 y 
TCBS los riñones de peces muertos y confirmando las colonias 





Fig. IV.23: Supervivencia (%) de lubinas tras inoculación intraperitoneal (2,5 x 106 
UFC/pez) de la cepa de P. damselae subsp. damselae AVL49 (LD-07RfR) y mutante 
AVL63 para el gen hlyAcr de la hemolisina PhlyC codificada en el cromosoma (n=10 
peces por cepa). Empleamos como control peces inyectados con solución salina 
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Después de ocho días transcurridos tras el desafío con las 
diferentes cepas, pudimos observar como la cepa salvaje AVL49 
mataba al 80% de las lubinas infectadas (Fig. IV.23). Por su parte, los 
valores de supervivencia registrados en el caso del mutante simple 
hlyAcr) mostraron una aumento de los mismos, alcanzando 
el 80% de peces supervivientes (Fig. IV.23). A la luz de los resultados 
obtenidos, podemos confirmar que la toxina formadora de poro PhlyC 
es el principal contribuyente a la virulencia en lubina de las cepas de 
P. damselae subsp. damselae carentes del plásmido pPHDD1, pero 
dado que el mutante para hlyAcr todavía exhibe un cierto grado de 
virulencia, no podemos descartar la presencia de factores de virulencia 
adicionales en este tipo de aislados. Este resultado concuerda con los 
datos presentados por Terceti et al. (2016), en los que han demostrado 
que cepas con el gen hlyAcr afuncional presentaban un cierto grado de 
virulencia en lubina. Del mismo modo, las hemolisinas PhlyC y PhlyP 
contribuyen junto con Dly, a la virulencia en rodaballo y ratón en 
cepas portadoras de pPHDD1 (Rivas et al., 2013b; Rivas et al., 2014). 
Igualmente, en otras hemolisinas homólogas a PhlyC se ha 
demostrado su contribución a la patogenicidad, tales como la citolisina 
VCC de Vibrio cholerae, VAH1 de V. anguillarum, VFH de V. 
fluvialis o HlyA de V. metschnikovii, entre otras (Tabla IV.5).
Si bien no hemos llevado a cabo análisis destinados a comprender 
mejor la acción directa in vivo de PhlyC sobre el hospedador, Rivas et 
al. (2015a) descubrieron que en cepas de P. damselae subsp. damselae
portadoras de pPHDD1, las toxinas PhlyC, PhlyP y Dly, aumentaban 
la adherencia bacteriana a las células eucariotas, hecho que puede ser 
de gran importancia en los eventos tempranos de la infección natural. 
Además el daño tisular causado por las hemolisinas puede 
proporcionar una fuente de nutrientes para apoyar aún más la 
infección bacteriana. 
En resumen, aunque estudios previos informaron que las cepas de 
P. damselae subsp. damselae sin pPHDD1 muestran virulencia para 
una variedad de especies de peces (Terceti et al., 2016; Pedersen et 
al., 2009), nuestro estudio constituye una evidencia clara de que hlyAcr
(el gen que codifica PhlyC) es un contribuyente principal a la 
virulencia de cepas sin plásmido. Además, podemos afirmar que la 
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capacidad virulenta de la cepa AVL49 ( pPHDD1) no reside 
únicamente en la acción de la fobalisina PhlyC, dejando una puerta 
abierta a la búsqueda de nuevos factores de virulencia en cepas de P. 
damselae subsp. damselae carentes de pPHDD1. 
4.3.8.Las fobalisinas cromosómicas PhlyC de LD-07 (
pPHDD1) y RM-71 ( pPHDD1) presentan actividades 
hemolíticas similares en sangre de oveja
Habíamos comenzado el recorrido de la presente tesis
comparando la virulencia y citotoxicidad de la cepa mutante para dly y
hlyApl AR78 ( pPHDD1), con las de la cepa carente de pPHDD1 
AVL49, y obteniendo como resultado una mayor virulencia y 
citotoxicidad de la cepa portadora del plásmido, a pesar de no ser 
capaz de sintetizar los factores de virulencia Dly y PhlyP. Surgía así el 
interrogante de si la hemolisina PhlyC de la cepa RM-71 era más 
citotóxica que su homóloga PhlyC de la cepa LD-07, lo que podría 
explicar la mayor virulencia del mutante AR78. Con el fin de 
esclarecer, al menos en parte, esta duda, comparamos las actividades
hemolíticas de las cepas AVL49 y AR78 en placas de agar sangre de 
oveja, así como en sangre líquida de conejo y oveja. Para ello, 
obtuvimos los productos extracelulares (3 mg/mL) y los sobrenadantes 
(cultivos DO600=2) de las cepas AVL49 y AR78, ambas capaces solo 
de sintetizar la hemolisina PhlyC. Tal y como podemos observar en la 
Fig. IV.24A, a concentraciones altas de proteína total (PhlyC), ambas 
fobalisinas presentan actividades hemolíticas semejantes, tanto en 
sangre de conejo como de oveja. Del mismo modo, los halos 
hemolíticos en placas de TSA-1 suplementadas con 5% de sangre de 
oveja muestran diámetros similares tras 24 horas de incubación (Fig. 
IV.25B). Curiosamente, en los ensayos en líquido en eritrocitos de 
oveja, a medida que la concentración proteica disminuye, la acción 
hemolítica de PhlyC de AR78 parece ser mayor que la causada por 
PhlyC de AVL49 (Fig. IV.24A). Tal vez en las primeras diluciones no 
detectamos la desemejanza en sangre de oveja porque hay exceso de 
PhlyC en los dos casos. Por el contrario, no sucede lo mismo en el 
ensayo en líquido en sangre de conejo.
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Fig. IV.24: (A) Actividades hemolíticas de los productos extracelulares y sobrenadantes de las cepas de P. damselae subsp. 
damselae AVL49 y AR78 en eritrocitos de conejo y oveja. (B) Actividades hemolíticas de los sobrenadantes de la cepa 





















































   
   
   














Ante estos resultados, planteamos dos hipótesis: i) PhlyC de 
AR78 es más hemolítica en sangre de oveja que PhlyC de AVL49; y/o 
ii) la expresión de PhlyC es mayor en la cepa portadora de pPHDD1 
que en la cepa AVL49, tal vez por la acción de un elemento regulador 
codificado en el plásmido. Con la finalidad de estudiar la primera de 
las hipótesis, llevamos a cabo una comparación de las secuencias 
aminoacídicas de las fobalisinas cromosómicas de la cepa LD-07 
(PhlyC-LD-07), y de RM-71 (PhlyC-RM-71). En segundo lugar, 
procedimos a realizar un estudio de sus actividades hemolíticas tras su 
clonación en E. coli S17-1- pir, así como en los mutantes no 
hemolíticos AR89 (RM-71RfR dly hlyApl hlyAcr) y AVL63 (LD-
07RfR hlyAcr). Concretamente, en estos mutantes introduciremos no 
solo el gen hlyAcr correspondiente a la cepa, sino que también los
complementaremos con el gen hlyAcr de la cepa contraria (ver sección 
3.9 de Material y Métodos).
El alineamiento aminoacídico de las fobalisinas cromosómicas de 
las cepas PhlyC de RM-71 (A0J47_02585) y LD-07 (A0J46_0260), 
reveló un total de 8 diferencias distribuidas a lo largo de la proteína.
De estos cambios hallados, los dos localizados en el pro-dominio son 
conservativos, mientras que los seis restantes distribuidos en los 
dominios citolítico y lectina no son conservativos (Tabla IV.6). Estas 
variaciones en PhlyC de la cepa LD-07, podrían verse reflejadas en 
una menor capacidad hemolítica, especialmente aquellas que afectan 
al dominio citolítico y al dominio lectina. Aunque por otro lado, 
también debemos destacar que ninguna de ellas ocupa las posiciones 
consideradas como relevantes analizadas durante el apartado 3.4 del 
presente capítulo. Además, si tenemos en cuenta las secuencias de 
VCC de V. cholerae y PhlyP de P. damselae subsp. damselae, estas 
posiciones también han resultado ser variables (Fig. IV.19C).
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Tabla IV.6: Residuos 
aminoacídicos que difieren en las 
hemolisinas cromosómicas de la 
cepa portadora de plásmido RM-
71, y la cepa carente del mismo, 
LD-07. Se indica la posición, el 
carácter químico y la posición de 
los aminoácidos.
A continuación, examinamos la actividad hemolítica de la cepa 
S17-1- pir de Escherichia coli tras su complementación con los genes 
hlyAcr de ambas cepas de P. damselae subsp. damselae. Para ello, 
amplificamos mediante PCR los genes hlyAcr junto con sus secuencias 
promotoras, de la cepa RM-71 y LD-07. Empleando los cebadores 
indicados en la Tabla III.7 de Material y Métodos. La clonación de los 
insertos se llevó a cabo en el plásmido pBBR1-MCS5, obteniendo 
como resultado los plásmidos pAVL500 (pBBR1-MCS5+ hlyAcr-RM-
71) y pAVL449 (pBBR1-MCS5+ hlyAcr-LD-07). El estudio de las 
actividades hemolíticas de estas cepas en placas de TSA-1
suplementadas con 5% de sangre de oveja, desveló halos hemolíticos 
equiparables (Fig. IV.25A). Este resultado revela que, a pesar de las 
diferencias aminoacídicas entre las dos enzimas, ambas exhiben los 
mismos fenotipos hemolíticos, al menos en agar sangre de oveja y en 
el contexto genético de E. coli. El siguiente paso a seguir, fue el de 
dly hlyApl
hlyAcr) hlyAcr) tras la complementación con sus 
PhlyC de RM-71 
(A0J47_02585)
PhlyC de LD-07 
(A0J46_02060)
Histidina62 Arginina62
(básido apolar) (básido apolar)
Ácido glutámico87 Aspartato87
(ácido polar) (ácido polar)
Glicina110 Serina110
(neutro apolar) (neutro polar)
Glicina191 Arginina191
(neutro apolar) (básico apolar)
Lisina284 Ácido glutámico284
(básico apolar) (ácido polar)
Arginina559 Isoleucina559
(básico apolar) (neutro apolar)
Asparagina273 Serina273
(neutro polar) (ácido polar)
Lisina584 Asparagina584






respectivos genes hlyAcr, así como con el gen hlyAcr de la cepa 
contraria, obteniendo las cepas indicadas en la Fig. IV.25B. De este 
modo, observamos que la hemólisis de la cepa AVL63 portadora de 
hlyAcr-LD-07 (AVL459) y hlyAcr-RM-71 (AVL509) son equiparables. 
Lo mismo sucede cuando complementamos el triple mutante AR89 
con su propio gen hlyAcr (AVL453), y con el gen de la cepa AVL49
(AVL477) (Fig. IV.25B). En conjunto, estos datos no sugieren una 
diferencia significativa en las actividades hemolíticas de las 
fobalisinas cromosómicas de las cepas AVL49 y AR78, en placas de 
agar sangre de oveja tras 24 horas de incubación. 
En contraposición, al estudiar la hemólisis en líquido en sangre de 
oveja de las cepas AVL459 y AVL509 (cepa AVL63 complementada 
con su propia PhlyC y con la de RM-71, respectivamente) nos 
topamos con unas ligeras diferencias solo perceptibles en diluciones 
mayores de sus sobrenadantes (Fig. IV.24B). Es decir, a menores 
concentraciones de PhlyC en el medio extracelular, PhlyC de RM-71
ocasiona un poco más de daño a los eritrocitos de oveja que PhlyC de 
LD-07, en el mismo contexto genético. Desde nuestro punto de vista, 
estas pequeñas diferencias de actividad entre las dos fobalisinas 
cromosómicas no explicarían los valores hemolíticos en sangre de 
oveja observados en la Fig. IV.24A, por lo que la hipótesis de una 
mayor expresión de PhlyC de RM-71 por la participación de un 
regulador plasmídico cobraría más peso. 
Dado que los estudios llevados a cabo por Rivas et al. (2014) 
propusieron que cambios aminoacídicos en el dominio lectina, podrían 
resultar en un cambio en las actividades de las hemolisinas PhlyC y 
PhlyP de la cepa RM-71, decidimos analizar si los cambios 
aminoacídicos presentes en este dominio encargado del 
reconocimiento de carbohidratos, afectaban a la actividad hemolítica 
de la fobalisina C. Para ello, mediante la técnica PCR-SOE (sección 
3.3 de Material y Métodos), construimos una PhlyC quimérica 
clonada en pBBR5-MSC1 (pAVL498). Esta proteína quimérica se
obtuvo tras intercambiar en PhlyC de LD-07 la sección del dominio 
lectina diferente, con la correspondiente a la fobalisina C de RM-71 
(Fig. III.1 de Material y Métodos). Tal y como se observa en la Fig. 
IV.25A, el halo hemolítico en placas de agar sangre de oveja de la 
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PhlyC quimérica expresada en E. coli, es comparable al de las 
fobalisinas originales clonadas en esta especie. De igual manera, al 
complementar los mutantes no hemolíticos AVL63 y AR89 con la 
fobalisina quimérica, no encontramos diferencias con relación a los 
fenotipos hemolíticos (Fig. IV.25B). Por el contrario, al estudiar la 
hemólisis líquida en eritrocitos de oveja de la cepa mutante para hlyAcr
AVL63 complementada con la fobalisina quimérica (AVL515), 
pequeñas diferencias salieron a la luz. Al igual que en los ensayos en 
liquido anteriores, en las primeras diluciones no encontramos 
diferencias en sus actividades hemolíticas, siendo perceptible una 
mayor actividad de PhlyC-quimérica a diluciones mayores (Fig. 
IV.24B).
Si bien las diferencias en las actividades hemolíticas de las 
fobalisinas cromosómicas entre una cepa portadora de pPHDD1 y una 
cepa carente del mismo han señalado una pequeña pero mayor 
actividad por parte de la primera de ellas en un mismo contexto 
genético, los resultados no son concluyentes para poder afirmar 
categóricamente que el valor hemolítico observado en AR78 sea 
debido únicamente a una mayor acción de esta hemolisina, y no por 
una mayor expresión de la misma. Para poder solventar todas estas 
dudas, sería necesario realizar en un futuro ensayos de expresión o
también analizar las actividades hemolíticas de las fobalisinas 
cromosómicas purificadas.
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Fig. IV.25: (A). Actividad hemolítica de la cepa S17-1-λpir de Escherichia coli con 
hlyAcr de LD-07 (pAVL449) y hlyAcr de RM-71 (pAVL500), clonadas en el plásmido 
pBBR1-MCS5. (B) Actividades hemolíticas de las cepas mutantes de P. damselae 
subsp. damselae indicadas. El ensayo se realizó depositando sobre placas de sangre 
de cordero (Oxoid) un volumen de 5 µL de cultivos con DO600=1. Analizamos los 
halos hemolíticos tras 24 horas de incubación a 25 °C. La barra de escala 
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4.4. IDENTIFICACIÓN DE LA FOSFOLIPASA PLPV Y SU CONTRIBUCIÓN 
A LA VIRULENCIA EN P. DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE
Tal y como acabamos de constatar en la sección 4.3 de Resultados 
y Discusión hlyAcr de la cepa LD-07 de P. damselae
subsp. damselae todavía muestra un cierto grado de virulencia en 
lubina, así como actividad hemolítica contra eritrocitos de trucha. 
Además de estas observaciones, el hecho de que cepas carentes del 
plásmido virulento y con pérdida funcional del gen hlyAcr
(inactivación por elementos de inserción de forma natural) han 
mostrado un cierto grado de virulencia en lubina (Terceti et al., 2016),
nos induce a seguir indagando en la búsqueda de factores de 
virulencia adicionales en la cepa AVL49.
Numerosos estudios previos han informado acerca de la actividad 
fosfolipasa de P. damselae subsp. damselae (Fouz et al., 1993;
Labella et al., 2010a; Labella et al., 2011; Khouadja et al. 2014). Si 
bien algunos trabajos apuntan a la damselisina Dly (fosfolipasa D) 
como la causante de la actividad fosfolipasa exhibida por las cepas 
portadoras de pPHHD1, realmente hasta el momento no se dispone de 
ninguna evidencia experimental que demuestre que dicha actividad se 
deba a la damselisina. Además, actualmente se desconoce cuál es la 
enzima responsable de la capacidad de hidrolizar fosfolípidos 
mostrada por las cepas de P. damselae subsp. damselae carentes de 
pPHDD1 (y por lo tanto de Dly), así como su posible participación en 
el carácter virulento que muestran estas últimas (Fouz et al., 1993; 
Terceti et al., 2016). Por otra parte, varios trabajos centrados en 
patógenos gram negativos (incluidos Vibrio spp.), relacionan la 
enzima fosfolipasa con el potencial virulento (Istivan & Coloe, 2006; 
Lee et al., 2002; Zhong et al., 2006; Koo et al., 2007; Hsu et al., 2013;
Jang et al., 2017). Teniendo presente esta información, decidimos 
iniciar un estudio pormenorizado de la actividad fosfolipasa en cepas 
de P. damselae subsp. damselae carentes de pPHDD1, con la finalidad 
de localizar el gen responsable y estudiar su posible implicación en la 
virulencia de este tipo de cepas.
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4.4.1. Todos los aislados de P. damselae subsp. damselae 
presentan actividad fosfolipasa  
Estableciendo como objetivo el hallazgo de la base genética de la 
degradación de fosfolípidos extracelulares en P. damselae subsp. 
damselae, se procedió en primer lugar a la exploración de dicha 
actividad en un total de 49 aislados disponibles en el cepario del 
laboratorio. La detección de la actividad fosfolipasa se realizó 
mediante el crecimiento en placas de TSA-1 suplementadas con 3% de 
emulsión de yema de huevo comercial (Oxoid), y posterior incubación 
durante 24 horas a 25 °C (sección 3.12.2.2 de Material y Métodos). La 
yema de huevo se caracteriza por portar gran cantidad del fosfolípido 
fosfatidilcolina, comúnmente conocido como lecitina. La cepa será 
positiva para este carácter cuando muestre un halo opaco a su 
alrededor.  
 
Fig. IV.26: Actividades fosfolipasas de diversas cepas de P. damselae subsp. 
damselae detectadas en placas de TSA-1 suplementadas con 3% con extracto de 
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Así, como podemos observar en la Tabla IV.4, todos los aislados 
de P. damselae subsp. damselae analizados presentaron halos de 
precipitación opaca en las placas de yema de huevo. Este resultado 
nos señala claramente que todas las cepas son capaces de hidrolizar 
los fosfolípidos aportados al medio, independientemente de si son 
productoras de la fosfolipasa D damselisina, es decir, portadoras de 
pPHDD1. Confirmando nuestros datos, el 100% de los aislados de P. 
damselae subsp. damselae procedentes de peces cultivados analizados 
por Labella et al. (2010a) y Fouz et al. (1993), así como el 66% de las 
cepas analizadas por Khouadja et al. (2014), mostraron actividad 
fosfolipasa. Por el contrario, el 34% de cepas aisladas de doradas y 
lubinas analizadas por Khouadja et al. (2014) y dos aislados de 
tiburón (Grimes et al., 1984a, Grimes et al., 1984b), no exhibieron tal 
capacidad. 
Si bien es cierto que la totalidad de los aislados estudiados 
hidrolizan fosfolípidos, no todos lo hacen con el mismo grado. Las 
cepas que producen Dly muestran un halo de precipitación 5 veces 
más amplio que el de las cepas carentes de la misma (Fig. IV.26;
Tabla IV.4). Esta diferencia de actividad enzimática también se puede 
observar en el estudio de Fouz et al. (1993), en el que los productos 
extracelulares de 9 cepas analizadas también presentaban actividades 
fosfolipasa diferenciales, llegando a presentar los mayores valores 
aquellas cepas que actualmente sabemos que portan pPHDD1 (por 
ejemplo: RM-71, RG-91, CDC2227-81) (Rivas et al., 2011). En 
conjunto, estos datos nos sugieren que las cepas de esta subespecie 
codifican en su genoma una enzima con actividad fosfolipasa diferente 
a Dly. 
Con la finalidad de averiguar si en las cepas productoras de 
damselisina (portadoras de pPHDD1), la actividad fosfolipasa 
detectada se debía a la acción única de Dly, o era el resultado de la 
actuación en conjunto con otra fosfolipasa, se evaluó esta capacidad 
dly (Fig. IV.27). El 
resultado mostró una fuerte disminución del halo de precipitado en la 
cepa mutante, llegando a producir un halo similar al de la cepa sin 
plásmido AVL49 (Fig. IV.27). Estos datos evidencian notoriamente 
que la actividad fosfolipasa de AR57 no se debe exclusivamente a la 
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presencia de Dly, sino también a la existencia de una fosfolipasa 
adicional. Además, nos orientan a considerar a esta fosfolipasa 
adicional como la responsable de la hidrólisis de fosfolípidos 
observada en todas las cepas sin plásmido, pudiendo estar codificada 
por uno de los cromosomas de P. damselae subsp. damselae. 
 
 
Fig. IV.27: Contextos genéticos y actividades fosfolipasas de las cepas de P. 
damselae subsp. damselae AR57 (portadora de pPHDD1), del mutante derivado para 
el gen dly (AR64) y de la cepa sin plásmido AVL49, detectadas en placas de TSA-1 
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4.4.2. Todas las cepas de P. damselae subsp. damselae 
producen una fosfolipasa PlpV codificada en el 
cromosoma I 
En base a los resultados obtenidos en la sección anterior, el 
segundo paso a seguir fue el de iniciar una búsqueda in silico en los 
cuatro genomas de P. damselae subsp. damselae disponibles (CIP 
102761, RM-71, LD-07 y A-162), con el objetivo de localizar un gen 
candidato a codificar una fosfolipasa. La pesquisa se realizó tomando 
dos vías diferentes, por un lado, mediante una búsqueda visual en los 
genes anotados de la cepa tipo CIP 102761, y por otro lado, realizando 
un BLASTP tomando como posible enzima homóloga la fosfolipasa 
BAB85814 descrita en P. damselae subsp. piscicida (Hsu et al., 
2013). Como fruto de estos análisis, se identificó en el cromosoma I 
de la cepa tipo CIP 102761 una posible fosfolipasa anotada con el 
código VDA_002242, gen al que denominaremos de ahora en adelante 
bajo el acrónimo plpV (phospholipase of Vibrionaceae) (Fig. IV.28A). 
Esta ORF muestra una identidad del 98% y 100% de cobertura con 
respecto a BAB85814 de P. damselae subsp. piscicida, y además, está 
presente en los cuatro genomas de P. damselae subsp. damselae 
analizados (Fig. IV.28B). 
Al analizar el entorno del gen plpV en la cepa tipo CIP 102761, lo 
localizamos flanqueado por los genes de una proteína 2-oxoglutarato 
(VDA_002241), perteneciente al complejo piruvato deshidrogenasa, y 
de una proteína de función desconocida (VDA_002243) (Fig. 
IV.28A). Cabe destacar en la Fig. IV.28B, que la anotación de las 
ORFs establecida por el servidor RAST localizó en todos los genomas 
una proteína, a la que denomina ACR, adyacente a plpV, que no está 
presente en la anotación llevada a cabo por NCBI (Tatusova et al., 
2013), por lo que esta ORF no tiene código proteico para esta base de 
datos. De todos modos, la comparación de los contextos genéticos de 
plpV en el resto de los genomas de P. damselae subsp. damselae 
reveló la misma ubicación en todos ellos (Fig. IV.28B). 
Con la intención de estudiar la distribución de plpV en todas las 
cepas de P. damselae subsp. damselae disponibles en el cepario, 
llevamos a cabo una amplificación del gen plpV juntos con regiones 




102761 los cebadores plpV_int_F y plpV_int_R, cuyo tamaño de 
amplificación esperado es de 1.618 pb (Tabla III.4 de Material y 
Métodos) (Fig. IV.28A). Los datos obtenidos revelaron la presencia de 
plpV en todas las cepas, exponiendo un carácter ubicuo en la 
subespecie damselae (Fig. IV.28C; Tabla IV.4). Este resultado 
también nos indica que en todas las cepas disponibles en el cepario, 
plpV se localizaba en la misma región del cromosoma I.
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Fig. IV.28: (A) Contexto genético del gen de la posible fosfolipasa PlpV (VDA_002242) en el cromosoma I de la cepa tipo P. 
damselae subsp. damselae CIP 102761. (B) Comparación del entorno genético de plpV y sus homólogos presentes en los 
genomas de RM-71, LD-07 y A-162, mediante el software MAUVE (Darling et al., 2010). (C) Electroforesis en gel de agarosa 
(1%) de los productos de PCR obtenidos tras amplificar 49 cepas de P. damselae subsp. damselae con los cebadores 
plpV_int_F y plpV_int_R. Se indica la banda de peso molecular correspondiente a 1,5 Kb (O´GeneRuler). 
(B)
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4.4.3.PlpV muestra homología con fosfolipasas de la familia 
Vibrionaceae, entre otras
A lo largo de las últimas décadas, numerosas han sido las 
fosfolipasa descritas, tanto en la familia Vibrionaceae como en otras, 
siendo muchas de ellas de gran interés patogénico (Schmiel & Miller, 
1999; Tabla IV.7). Como era de esperar, la búsqueda de enzimas 
homólogas a PlpV mediante el servidor BLASTP, manifestó su 
similitud con diversas fosfolipasas o hemolisinas termolábiles 
producidas por especies de la familia Vibrionaceae: la fosfolipasa PPP 
de P. damselae subsp. piscicida (98% identidad, 100% cobertura), una 
fosfolipasa de P. profundum (64%, 96%), hemolisinas termolábiles de 
P. ganghwense (66%; 92%), P. sanguinicancri (67%; 93%), P.
swingsii (62%; 100%) y de V. alginolyticus (61%, 92%); una 
fosfolipasa de V. anguillarum (57%, 98%), una fosfolipasa/hemolisina 
de V. vulnificus (57%, 100%), una hemolisina de V. harveyi (57%, 
92%), una hemolisina dependiente de lecitina (LDH) de V. 
parahaemolyticus (55%, 94%) y las lecitinasas de V. mimicus (55%, 
99%) y V. cholerae (53%, 100%), entre otras. También se han hallado 
homólogos en especies bacterianas de otras familias tales como: las 
aciltransferasas de Aeromonas salmonicida (24% identidad; 73% 
cobertura) y A. hydrophila (27% de; 67%) o la lisofosfolipasa A 
(PlaA) de Legionella pneumophila (29%; 70%) y el efector secretado 
SseJ de Salmonella enterica (29%; 67%).
Para comprender mejor la distribución de este tipo de enzimas, se 
realizó un análisis filogenético empleando el método Neighbor-
Joining (1000 bootstraps) con los homólogos proteicos aportados por 
BLASTP, y estableciendo como raíz la fosfolipasa de Burkholderia 
pseudomallei. El árbol Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), 
construido a partir de las secuencias proteicas de enzimas homólogas a 
PlpV, tiene un fuerte patrón de ramificación basal. A priori, podemos 
distinguir dos grandes ramificaciones con soportes estadísticos 
elevados (bootstraps = 98): la rama de color verde que corresponde a 
las enzimas homólogas en la familia Vibrionaceae (en donde se 
incluye PlpV) y la rama naranja, más profunda debido a un mayor 
número de sustituciones aminoacídicas, que hace referencia a las 
enzimas homólogas en otras familias bacterianas (Fig. IV.29). Aunque 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
169 
la fosfolipasa PlpV se agrupa junto con un grupo de enzimas 
claramente ortólogas de especies pertenecientes a la familia 
Vibrionaceae, en este agrupamiento divisamos enzimas con 
actividades diferentes tales como hemolisinas, lecitinasas y 
fosfolipasas (Fig. IV.29). Este agrupamiento no es de extrañar, ya que 
muchas fosfolipasas/lecitinasas presentan de manera adicional otras 
capacidades enzimáticas (Akoh et al., 2004), tal y como 
comentaremos en secciones posteriores. Al centrarnos exclusivamente 
en la rama perteneciente a la familia Vibrionaceae, destaca la 
separación de homólogos de Vibrio spp. y Photobacterium spp. en dos 
ramas internas con valores de bootstrap de 65 y 95, respectivamente 
(Fig. IV.29).  
 
Fig. IV.29: Comparación de secuencias de aminoácidos que representa la relación 
filogenética de la fosfolipasa PlpV con enzimas relacionadas. El árbol filogenético 
se construyó empleando el método Neighbor-joining (1000 bootstraps) empleando 
el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Los valores de bootstrap están 
indicados en cada nodo interno. Las ramas se han codificado por colores. El nodo 
marcado con un asterisco se refiere al ancestro común más reciente. Se empleó 
como grupo externo la fosfolipasa de Burkholderia pseudomallei 668. En la figura 
se muestran los números de acceso proteicos en la base de datos NCBI, así como su 
correspondiente anotación. La barra de escala indica el número de sustituciones 
por sitio.  
Vibrio harveyi_AAG25957.1_hemolisina VHH 
Vibrio vulnificus_BAC96329.1_fosfolipasa/hemolisina 
PlpA2 
Vibrio parahaemolyticus_BAA25328.1_ hemolisina LDH
Vibrio mimicus_AAC63951.1_lecitinasa PhlA
Vibrio cholerae_AAA92960.1_lecitinasa Lec
Vibrio alginolyticus_KOE82195.1_hemolisina termolábil TLH
Vibrio anguillarum_AAY26144.2_fosfolipasa PlA
Photobacterium damselae subsp. damselae_PlpV







Photobacterium sanguinicancri _KXI21946.1_hemolisina termolábil
Photobacterium swingsii _KMV28906.1_hemolisina termolábil
Photobacterium ganghwense _KLV06831.1_hemolisina termolábil



































Como era de esperar, PlpV se ha agrupado con el resto de 
especies de Photobacterium, estando íntimamente relacionada con la 
fosfolipasa ortóloga de P. damselae subsp. piscicida (bootstrap = 100) 
(Fig. IV.29), dato que proporciona una evidencia convincente sobre su 
estrecha relación filogenética reflejada en la clasificación como 
subespecies. Corroborando estos datos, varios son los trabajos que 
ponen de manifiesto la presencia de fosfolipasas en diversas especies 
de Vibrio, pero pocos los destinados a Photobacterium spp. (Tabla 
IV.7). Ante las evidencias obtenidas hasta el momento, consideramos 
a PlpV como la enzima candidata a ser la responsable de la actividad 
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4.4.4.PlpV es la enzima responsable de la degradación de 
fosfolípidos en P. damselae subsp. damselae carentes de 
pPHDD1
Para desentrañar la hipótesis de que PlpV es una enzima 
responsable de la hidrólisis de fosfolípidos en P. damselae subsp.
damselae, procedimos en primer lugar, a la obtención de los mutantes 
dly plpV (AVL64) y doble 
dly plpV (AVL66) en la cepa AR57 ( pPHDD1); así como un 
plpV (AVL58) en la cepa AVL49, carente de 
pPHDD1. En segundo lugar, visualizamos las actividades fosfolipasas 
de estos mutantes sembrados en placas de TSA-1 suplementadas con 
yema de huevo al 3%, tras 24 horas de incubación a 25 °C. Los 
cebadores diseñados sobre el genoma de la cepa tipo CIP 102761 para 
la construcción de estos mutantes por intercambio alélico, se muestran 
en la Tabla III.6 de Material y Métodos. Como se puede apreciar en la 
Fig. IV.30, la deleción de plpV en la cepa AVL49 ( pPHDD1) causó 
la completa abolición de la actividad fosfolipasa detectable en el 
medio elegido. Sin embargo, la supresión única de plpV en AR57, 
portadora del plásmido pPHDD1, afectó ligeramente al diámetro del 
halo de precipitado, manifestando que todavía existe en el genoma 
otra enzima con capacidad de degradar los fosfolípidos aportados al 
medio, es decir, la fosfolipasa D damselisina. Como cabía esperar, la 
deleción de plpV en combinación con la deleción del gen dly, abolió 
completamente la actividad fosfolipasa en la cepa AVL66 (Fig. 
IV.30B). Cabe mencionar que el halo producido por PlpV es mucho 
menor que el de una cepa que produce solo fosfolipasa Dly (Fig. 
IV.30), aunque no está claro si esta diferencia se debe a una menor 
actividad de PlpV o a diferencias en la expresión de los genes y/o en 
la secreción de las enzimas al espacio extracelular. 




Fig. IV.30: Fenotipos fosfolipasa de (A) la cepa carente de pPHDD1 AVL49, del mutante simple AVL58 (ΔplpV) y de su cepa 
complementada AVL471 (ΔplpV + pAVL469); y de (B) la cepa portadora de pPHDD1 AR57, de los mutantes simples AR64 (Δdly) 
y AVL64 (ΔplpV), del doble mutante AVL66 (Δdly ΔplpV) y de la cepa complementada AVL473 (ΔplpV + pAVL469) de P. 
damselae subsp. damselae en placas de emulsión de yema de huevo (Oxoid) después de 24 horas de incubación a 25 °C. La 
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Para demostrar que los fenotipos observados se debían 
exclusivamente a la deleción del gen plpV y no a efectos polares u 
otras causas, se procedió a complementar las cepas mutantes con el 
alelo salvaje. Para ello, primeramente se amplificó por PCR el gen 
plpV incluyendo su promotor nativo (cebadores en Tabla III.7 de 
Material y Métodos), y posteriormente se clonó en el vector pBBR1-
MCS5 (Kovach et al., 1995). Al complementar los mutantes AVL58 
(LD- plpV) y AVL64 (RM- plpV) con el plásmido pAVL469 
(pBBR1-MCS5 que contiene el gen plpV y su promotor), se 
restauraron los patrones de actividad fosfolipasa mostrados por las 
cepas parentales (Fig. IV.30). 
En conjunto, estos resultados indican sin lugar a dudas, que la 
actividad fosfolipasa en las cepas portadoras de pPHDD1 es ejercida 
predominantemente por Dly, con una contribución menor de PlpV. 
Por el contrario, en cepas sin plásmido, PlpV es la única responsable 
de la actividad fosfolipasa detectada en el ensayo de placas de extracto 
de yema de huevo.
4.4.5.Análisis in silico de la fosfolipasa PlpV: proteína 
lipolítica de la familia GDSL
El gen plpV consta de un total de 1.218 pb, cuya proteína PlpV 
predicha posee 405 aminoácidos con una masa teórica (sin péptido 
señal) de 45,93 KDa y pI de 6,51 (Stothard, 2000). La predicción de la 
estructura secundaria de PlpV realizada con el servidor Phyre2 (Kelley 
et al., 2015), que empleó como modelo la estructura secundaria de la 
acilhidrolasa EstA de Pseudomonas aeruginosa (PDB 3KVN; van den 
Berg, 2010), reveló que esta fosfolipasa presenta la estructura típica de 
-hidrolasas (Fig. IV.31). Concretamente, PlpV consta de un 
pliegue o “fold” -
extremo de la molécula (SCOP2 database: Andreeva et al., 2014). 
Posee además, un par de láminas-
que se encuentran dentro de un cruce de conexiones, un total de 9 
hélices- 142 como residuo nucleófilo del centro activo (Fig. 
IV.31). Asimismo, PlpV presenta el hueco oxianiónico de gran 
relevancia en la catálisis enzimática de las hidrolasas (Henderson, 
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1970), así como una región flexible posterior al nucleófilo Ser142 (Fig. 
IV.31). Por otra parte, podemos incluir a PlpV como miembro de la 
superfamilia de las SGNH-hidrolasas, dado que presenta una 
estructura secundaria α/β/α y la región flexible posterior a Ser142, 
elementos característicos de la misma (Andreeva et al., 2014; Flores-
Díaz et al., 2016). 
 
Fig. IV.31: Estructura de la hidrolasa PlpV predicha mediante Phyre2 y editada con 
UCSF Chimera 1.11.2 (Pettersen et al., 2004). Se indica: en naranja las hélices-α, 
en magenta las láminas-β, en azul cián la serina nucleofílica, y en amarillo la gran 
cola N-terminal y la zona flexible posterior a la serina nucleofílica. Esta predicción 
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Las SGNH-hidrolasas reciben tal nomenclatura debido a la 
presencia de los cuatro residuos conservados SGNH, tal y como 
analizaremos seguidamente (Mølgaard et al., 2000; Akoh et al., 2004). 
Es necesario tener presente que la superfamilia de las SGNH-
hidrolasas no solo incluye fosfolipasas, sino también una amplia gama 
de enzimas con diversas funciones hidrolíticas (lipasas, proteasas, 
tioesterasas, arilesterasas, lisofosfolipasas, carbohidrato esterasas y 
aciltransferasas) (Akoh et al., 2004). Por su parte, las fosfolipasas 
SGNH-hidrolasas se localizan en todos los reinos de la vida y están 
ampliamente distribuidas entre la clase Gammaproteobacteria (Akoh 
et al., 2004), tal y como ya hemos podido constatar en el apartado 
4.4.3. 
Las α/β-hidrolasas típicas contienen el denominado bolsillo 
nucleofílico, conformación proteica en la que el residuo nucleófilo 
está situado en un giro brusco entre una lámina-β y una hélice-α, 
dando a la columna vertebral del nucleófilo una tensión con 
conformación ϒ (Ollis et al., 1992; Derewenda & Derewenda, 1991) 
(Fig. IV.32). Tal y como podemos visualizar en su predicción 
estructural, PlpV no posee este bolsillo nucleofílico, pero al igual que 
el resto de las SGNH-hidrolasas, exhibe en su lugar una zona flexible 
posterior al nucleófilo tal, que permite la proyección de la cadena 
corta de la serina hacia fuera de la estructura, haciéndola accesible a la 
histidina de la triada catalítica y al sustrato (Fig. IV.31; Fig. IV.32). 
De este modo, el centro activo es muy flexible, adaptándose a la unión 
de diferentes sustratos, de ahí la existencia de SGNH-hidrolasas con 
actividades hidrolíticas tan variadas, incluso en una misma enzima 
(Wei et al., 1995; Bornscheuer, 2002; Akoh et al., 2004). Así por 
ejemplo, la enzima multifunctional TAP de E. coli exhibe actividad 


















Fig. IV.32: Comparación de la 
zona próxima al nucleófilo Ser en 
α/β hidrolasas típicas y en SGNH-
hidrolasas. Imagen modificada de 
Wei et al. (1995) (con permiso de 
Nature Publishing Group). 
 
Desde otra perspectiva, el análisis de PlpV llevado a cabo con el 
servidor Pfam (Finn et al., 2016), confirmó su clasificación dentro de 
la superfamilia de las SGNH-hidrolasas (número de acceso Pfam 
CL0264), y más concretamente de la familia GDSL (número de 
acceso Pfam PF00657). Tal y como podemos observar en la Fig. 
IV.33, como miembro de esta superfamilia, PlpV consta de los cinco 
bloques aminoacídicos característicos, así como de los cuatro residuos 
conservados SGNH: i) la S142 nucleofílica en el bloque I; ii) la G193 en 
el bloque II; iii) el N237 en el bloque III; y iv) la H382 en el bloque V.  
Por otro lado, nos topamos con la curiosidad de que la triada 
catalítica (S-D-H) establecida por Mølgaard y colaboradores (2000) 
para esta superfamilia, tampoco está del todo conservada en PlpV, así 
como en la mayoría de sus homólogos de la familia Vibrionaceae 
(Fig. IV.33). En contraposición, la triada sí está conservada en los 
ejemplos de las especies más allegadas, que curiosamente son las más 
estudiadas, así que tal vez lo que es necesario son más estudios 
dirigidos a la familia Vibrionaceae. La triada catalítica es una 
organización determinada de aminoácidos que comprende un 
nucleófilo, un residuo ácido y una histidina. El nucleófilo más común 
de las α/β-hidrolasas es la serina, siendo la triada catalítica más usual 
serina-aspartato-histidina (Carr & Ollis, 2009; Ollis et al., 1992). Así 
por ejemplo, Sun et al. (2007) demostraron la importancia de la serina 
nucleofílica del motivo SGNH para la actividad de la fosfolipasa 
homóloga VHH de V. harveyi. En PlpV, al igual que en las 
fosfolipasas de Photobacterium spp., V. vulnificus, V. alginolyticus y 
V. anguillarum, el residuo ácido de la triada constituido por el 
Ser Ser
Zona flexible
α/β hidrolasas SGNH hidrolasas
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aspartato, es reemplazado por uno neutro apolar, la glicina (Fig. 
IV.33). En las fosfolipasas de V. mimicus y Lec de V. cholerae, el 
residuo polar es el glutamato (Fig. IV.33), cambio que suele suceder 
en esterasas de alto peso molecular y en varias lipasas (Carr & Ollis, 
2009), tal y como se describió por primera vez en la lipasa del hongo 
Geotrichum candidum (Schrag et al., 1991). De todos modos, 
tampoco es de extrañar el papel funcional de la glicina en una triada 
catalítica, ya que en otras hidrolasas está presente, como por ejemplo 
en las proteasas aspárticas (el motivo catalítico es D-X-G, donde X 
puede ser serina o treonina) o las serín-proteasas (que conservan la 
glicina en las proximidades de la serina catalítica en el motivo G-X-S-
Y-G) (Rao et al., 1998). 
Con respecto a la familia GDSL, ésta se caracteriza por carecer 
del dominio conservado G-X-S-X-G típico de las α/β hidrolasas (Ollis 
et al., 1992), y en su lugar presentar el motivo GDSL (Upton & 
Buckley, 1995). Este motivo se encuentra cercano al extremo N-
terminal de la proteína, a diferencia de las hidrolasas con motivo G-X-
S-X-G, que se localiza en el centro de la proteína (Leščić Ašler et al., 
2017). El alineamiento de PlpV con sus homólogas reflejó la 
presencia del motivo GDS(L) en el bloque I de todas ellas, a pesar de 
no estar conservado del todo (Fig. IV.33). De ese modo, en las 
fosfolipasas del género Photobacterium, y por lo tanto en PlpV, el 
aminoácido neutro apolar leucina (L) pasa a ser sustituido por otro de 
las mismas características, la isoleucina (I), hecho que ya había sido 
comentado por varios autores (Arpigny & Jaeger, 1999; Akoh et al., 
2004), llegando a establecerse posteriormente como verdadero motivo 
conservado la secuencia GDS (Wilhelm et al., 2011).  
 En otro orden de ideas, Flieger et al. (2002), observaron que las 
SGNH-hidrolasas podrían ser clasificadas a su vez en tres subgrupos, 
dependiendo de la ausencia (grupo A) o presencia de una cola N-
terminal larga antes del bloque I (Grupo B), o de la existencia de un 
largo C-terminal que se extendería después del bloque V (Grupo C). 
De acuerdo con la clasificación de Flieger, PlpV podría ser incluida 
dentro del subgrupo B por presentar una larga cola en el extremo N-
terminal (mucho más larga que la que se muestra en la Fig. IV.31, 
dado que ésta solo refleja la estructura secundaria adquirida entre la 
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entre la secuencia Asp125 y Gln402). Asimismo, en base a la 
clasificación de las enzimas lipolíticas de Arpigny & Jaeger (1999) 
realizada en base a sus propiedades y secuencias, las enzimas SGNH 
comprenderían la familia lipolítica II. 
 
Fig. IV.33: Alineamiento de la fosfolipasa PlpV de P. damselae subsp. damselae con 
miembros de la superfamilia SGNH realizado con Clustal Omega (Sievers et al., 
2011). Las secuencias de 16 enzimas homólogas a PlpV son alineadas a lo largo de 
los cinco bloques conservados de la superfamilia. En naranja se indican los residuos 
pertenecientes a la tríada catalítica. Los recuadros señalan los residuos 
conservados de la superfamilia SGNH. En subrayado se indica el motivo GDSX 
característico de la familia GDSL. Los dígitos presentes antes de cada bloque 
muestran la posición del aminoácido en el que se inician cada uno de ellos. 
 







































































r) *   .***
a)V. harveyi AAG25957.1   hemolisina VHH             144  INKVVALGDSLSDT
b)V. parahaemolyticus BAA25328.1   LDH                        144  INKVVALGDSLSDT
c)V. vulnificus BAC96329.1   fosfolipasa/hemolisina     143  INKIVAFGDSLSDT
d)V. mimicus AAC63951.1   lecitinasa PhlA 198  INKVIVFGDSLSDT
e)V. cholerae AAA92960.1   lecitinasa Lec 146  ISKVIAFGDSLSDT
f)V. alginolyticus KOE82195.1   hemolisina termolábil TLH  143  INRVIALGDSLSDT
g)V. anguillarum AAY26144.2   fosfolipasa/lecitinasa PLA 143  INKMVTIGDSLSDT
h)P. damselae subsp. damselae_PlpV VDA_002242   fosfolipasa                133  INKIVSFGDSISDT
i)P. damselae subsp. piscicida BAB85814.1   fosfolipasa PPP            133  INKIVSFGDSISDT
j)P. ganghwense KLV06831.1   hemolisina termolábil      154  INKVISLGDSISDT
k)P. profundum EAS45605.1   posible fosfolipasa        151  INKIISFGDSISDT
l)P. sanguinicancri KXI21946.1   hemolisina termolábil      147  INKIISFGDSISDT
m)P. swingsii KMV28906.1   hemolisina termolábil      147  INKIISFGDSISDT
n)Salmonella enterica AIE05504.1   efector secretado SseJ 142  ITRLVFFGDSLSDS
o)Legionella pneumophila AAN63820.1   lisofosfolipasa A          21   LNNIVVFGDSLSDN
p)Aeromonas hydrophila CAA30260.1   aciltransferasa 25   FSRIVMFGDSLSDT
q)Aeromonas salmonicida CAA50021.1   aciltransferasa 25   FSRIVMFGDSLSDT
r) :..:: :***:**.
Organismo Nº acceso Función Bloque I
Bloque II Bloque III Bloque IV Bloque V
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En base a este estudio, podemos decir que la fosfolipasa PlpV de
P. damselae subsp. damselae, cumple los requisitos propuestos por las 
clasificaciones de Arpigny & Jaeger (1999), Mølgaard et al.(2000), 
Flieger et al. (2002) y Finn et al. (2016), para ser considerada como 
miembro de la superfamilia de las SGNH-hidrolasas, subgrupo B y 
familia GDSL o familia II, respectivamente. 
4.4.6.PlpV es una fosfolipasa extracelular con carácter 
termolábil 
Las bacterias producen dos tipos de fosfolipasas, unas 
extracelulares y otras asociadas a membrana, siendo incluso algunos 
de estos microorganismos capaces de producir ambos (Schmiel & 
Miller, 1999; Green & Mecsas, 2016). Los estudios realizados hasta el 
momento, solo nos permiten afirmar que PlpV es una enzima con 
actividad fosfolipasa, pero no de que se trate de una fosfolipasa 
secretada, tal y como los experimentos de Fouz et al. (1993) y Labella 
et al. (2010a) insinúan, al detectar esta capacidad enzimática en los 
productos extracelulares de diversas cepas de P. damselae subsp.
damselae.
Con el fin de constatar que PlpV es una fosfolipasa secretada al 
medio extracelular, decidimos estudiar si los productos extracelulares 
de la cepa AVL49 ( pPHDD1) eran capaces de hidrolizar la lecitina 
aportada al medio de cultivo. El resultado mostrado en la Fig. IV.34
corrobora los estudios previos, afirmando claramente que PlpV es la 
única fosfolipasa secretada al medio extracelular (al menos detectable 
bajo nuestras condiciones experimentales), y no una enzima que 
permanece anclada a la membrana de la bacteria. Al igual que PlpV, 
se ha verificado el carácter secretable de sus homólogos: PPP de P. 
damselae subsp. piscicida, TLH de V. alginolyticus, PlA de V.
anguillarum, PlpA2 de V. vulnificus, VHH de V. harveyi, LDH de V. 
parahaemolyticus, PhlA de V. mimicus y Lec de V. cholerae (Tabla 
IV.7). 




Fig. IV.34: Evaluación de la actividad fosfolipasa de los productos extracelulares de 
la cepa AVL49 (LD-07RfR) y AVL58 (ΔplpV), y pérdida de la misma tras su incubación 
durante 10 minutos a 60 °C. La obtención de los productos extracelulares se llevó a 
cabo mediante la técnica de celofán descrita por Liu (1957) (sección 3.10, de 
Material y Métodos). La barra de escala representa 1 cm.  
 
Asimismo, todas las fosfolipasas homólogas a PlpV fueron 
descritas como enzimas termolábiles (Tabla IV.7), por lo que 
decidimos analizar este carácter en nuestra fosfolipasa PlpV. Para ello, 
procedimos a la incubación de los productos extracelulares de la cepa 
parental AVL49 y del mutante simple AVL58 a 60°C durante 10 min. 
Seguidamente detectamos la actividad fosfolipasa en placas de TSA-1 
suplementadas con yema de huevo (3%) tras la incubación a 25 °C 
durante 48 horas, lo cual resultó en la abolición de la degradación de 
los fosfolípidos del medio (Fig. IV.34). Este resultado revela 
claramente el carácter termolábil de PlpV, dato que ya apuntaban Fouz 
et al. (1993). 
A fin de iniciar un estudio preliminar que nos aportase 
información acerca del modo de secreción de PlpV, decidimos clonar 
esta enzima en Escherichia coli, microorganismo sin capacidad 
fosfolipasa. Si esta especie bacteriana fuese capaz de degradar los 
fosfolípidos, nos estaría sugiriendo que, tal vez, la secreción de PlpV 
se realiza mediante un sistema de secreción general y conservado en 
las bacterias. Para ello, transformamos mediante electroporación la 
cepa S17-1-λpir de E. coli con el plásmido conjugativo pAVL469 
(portador del gen plpV y su promotor). Como nos muestra la Fig. 
IV.35, E. coli adquiere la capacidad de hidrolizar los fosfolípidos 
aportados al medio de cultivo tras tres días de incubación a 25 °C. Del 
mismo modo, todas las fosfolipasas homólogas a PlpV de Vibrio spp. 
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Este resultado sugiere que PlpV podría ser secretada al exterior a 
través de un sistema de transporte conservado entre diferentes 
especies, no siendo específico para P. damselae subsp. damselae.  
Simultáneamente, realizamos una búsqueda in silico de un posible 
péptido señal en la secuencia aminoacídica de PlpV, secuencia 
necesaria para la exportación de productos a través de determinados 
sistemas de secreción bacterianos. La predicción obtenida a través del 
servidor SignalP 4.1 (Petersen et al., 2011), apunta que PlpV podría 
presentar un péptido señal de 20 aminoácidos de longitud en el 
extremo N-terminal, cuya secuencia es 
MKKSVLTLTLALLCSQNVFA y que por lo tanto, podría ser secreta 
al medio extracelular a través de un sistema de secreción general Sec-
dependiente (Thanassi et al., 2005). Al igual que PlpV, en todas las 
fosfolipasas de Vibrio spp. homólogas se ha predicho un péptido señal 
de esta índole (Tabla IV.7). En la sección 4.8 de Resultados y 














Fig. IV.35: Transformación de la 
especie fosfolipasa negativa 
Escherichia coli en fosfolipasa 
positiva, tras su complementación 

















4.4.7.PlpV de P. damselae subsp. damselae, ¿una fosfolipasa 
de tipo A2?
En base a los datos obtenidos en los apartados anteriores, 
podemos afirmar que PlpV es una enzima capaz de hidrolizar los 
fosfolípidos presentes en el medio de cultivo, pero desconocemos en 
qué enlace exacto del fosfolípido es capaz de hacerlo. Tal y como ya 
se ha mencionado en la introducción, las fosfolipasas se clasifican en 
A (1/2), B, C y D, tomando como criterio el enlace de ataque al 
fosfolípido (Mollby, 1978). Pocos son los estudios dirigidos al 
conocimiento de la actividad fosfolipasa en especies de la familia 
Vibrionaceae, y los que existen, están centrados principalmente en 
especies patógenas del género Vibrio. La bibliografía actual nos aporta 
ejemplos de los cuatro tipos de fosfolipasas en los géneros 
Photobacterium y Vibrio (Tabla IV.7). Con el propósito de catalogar a 
PlpV dentro de la clasificación anterior, procedimos a realizar un 
análisis filogenético empleando el método Neighbor-Joining (Saitou 
& Nei, 1987), a partir de las secuencias proteicas de las fosfolipasas 
homólogas a PlpV, así como de fosfolipasas ya anotadas por el 
servidor NCBI (Tatusova et al., 2013).
El árbol filogenético obtenido presenta un patrón de ramificación 
interna robusto, dados los valores de bootstrap mostrados en las ramas 
correspondientes a la agrupación de los cuatro tipos de fosfolipasas (
100), a pesar de que su ramificación basal no sea tan consistente (Fig. 
IV.36). Si bien en algunos casos las fosfolipasas de Vibrio y
Photobacterium agrupan juntas (fosfolipasas de tipo D y A2), en la 
mayor parte de los casos vemos una clara separación entre estos dos 
géneros, especialmente en las fosfolipasas C. De igual manera, nos 
llama la atención que Dly (fosfolipasa D) de P. damselae subsp.
damselae esté más relacionada con enzimas del género Aeromonas
que con las fosfolipasas D de Vibrio spp. También atrajo nuestro
interés el hecho de que la fosfolipasa C de V. cholerae (Lec) haya sido 
agrupada con fosfolipasas A2, y no junto con las enzimas de su mismo 
tipo. Con respecto a VHH de V. harveyi, su agrupación con 
fosfolipasas A2 no nos ha parecido extraña, dado que ésta se ha 
clasificado como lisofosfolipasa o fosfolipasa B. Centrándonos en el 
objetivo de este análisis, por su parte, PlpV ha sido fuertemente 
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agrupada con las fosfolipasas A2 de Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
mimicus (Lee et. al., 2002), Vibrio vulnificus (Lim et al., 2012), Vibrio
anguillarum (Li et al., 2013) y P. damselae subsp. piscicida (Hsu et 
al., 2013). Las fosfolipasas A2 se caracterizan porque hidrolizan el 
enlace éster entre el segundo acilo y el glicerol de los fosfolípidos, 
liberando un ácido graso junto con un lisofosfolípido (Fig. I.12 de 
Introducción). Si bien este análisis solo es orientativo, nos permite al 
menos, hipotetizar sobre el tipo de fosfolipasa que podría ser PlpV, y 
en base a esto, escoger el sustrato idóneo para su posterior 
confirmación mediante ensayos enzimáticos. 
  




Fig. IV.36: Árbol filogenético de las fosfolipasas A, B C y D producidas por diversas 
especies de los géneros Vibrio, Photobacterium, Aeromonas y Pseudoalteromonas. 
Análisis in silico construido empleando el método Neighbor-joining (1000 
bootstraps) y el programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). En la figura se muestran 
los números de acceso en GenBank de las proteínas. Los colores indican los 
agrupamientos principales. En recuadro destacamos la presencia de PlpV de P. 
damselae subsp. damselae dentro del grupo de las fosfolipasas de tipo A2. La barra 
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Curiosamente la fosfolipasa LDH de tipo A2 de V. 
parahaemolyticus ha mostrado de manera adicional actividad 
lisofosfolipasa (Shinoda et al., 1991). Es decir, en primer lugar la 
fosfolipasa A2 hidroliza el enlace sn-2 de la fosfatidilcolina, y 
seguidamente actúa sobre la lisofosfatidilcolina originando 
glicerofosfatidilcolina (Fig. IV.37A). 
Como resultado de esta acción, en los ensayos de actividad 
fosfolipasa en placas de agar se podían diferenciar dos halos de 
hidrólisis distintos: un halo externo transparente y un halo interno 
opaco de mayor diámetro (Shinoda et al., 1991). Según los 
experimentos llevados a cabo por Shinona et al. (1991), el halo 
exterior refleja la presencia de lisofosfatidilcolina y ácidos grasos, 
mientras que en el halo interior hay glicerofosfatidilcolina y una 
mayor cantidad de ácidos grasos que precipitan. Como se puede 
observar en la Fig. IV.37B, PlpV de P. damselae subsp. damselae, al 
igual que las fosfolipasas LDH de V. parahaemolyticus, exhibe dos 
halos de hidrólisis perfectamente diferenciables tras su crecimiento en 
placas de TSA-1 suplementadas con yema de huevo. Este resultado 
podría ser el reflejo del progreso de la acción de PlpV, tal vez una 
fosfolipasa de tipo A2 que parece además poseer actividad 
lisofosfolipasa adicional.  
 
Fig. IV.37: (A) Esquema de la acción hidrolítica de las enzimas fosfolipasa A (PlA) y 
lisofosfolipasa sobre el fosfolípido fosfatidilcolina. Se indica el grado de 
saponificación del fosfolípido y productos derivados. (B) Halos de hidrólisis 
diferenciales observados en la cepa AVL49, tras su crecimiento en placas de TSA-1 
suplementadas con yema de huevo. 
FOSFATIDILCOLINA lisofosfatidilcolina
+ 1 ácido graso
glicerolfosfatidilcolina
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4.4.8.Actividades enzimáticas adicionales de PlpV: capacidad 
hemolítica 
Como ya hemos comentado, la capacidad bacteriana de lisar 
eritrocitos puede ser el resultado de la acción de toxinas formadoras 
de poro o de fosfolipasas, cuyos mecanismos de acción son diferentes 
(Sun et al., 2007). Curiosamente, las fosfolipasas homólogas a PlpV 
poseen actividad hemolítica además de la actividad fosfolipasa (Tabla 
IV.7). Con la finalidad de determinar el carácter hemolítico de la 
fosfolipasa PlpV, sembramos la cepa AVL63 (mutante para la 
hemolisina PhlyC y productora de PlpV) en sangre de oveja, de conejo 
y de trucha. La sensibilidad de los eritrocitos de peces y mamíferos 
mostró ser diferente ante la actividad de PlpV (Fig. IV.38). PlpV no es 
capaz de lisar los eritrocitos de oveja y de conejo, ya que en el 
mutante AVL63, todavía productor de la fosfolipasa PlpV, se 
abolieron las actividades hemolíticas, y por el contario, el mutante 
para plpV AVL58, todavía las presenta. A este respecto, tal y como ya 
se ha confirmado, PhlyC es la responsable del fenotipo hemolítico 
observado en sangre de oveja y de conejo (Fig. IV.38AC). En 
contraposición, la fosfolipasa PlpV sí posee la capacidad de hemolizar
la sangre de trucha, ya que el mutante AVL63 exhibe dicha capacidad 
y, por el contrario, el mutante AVL58 no (Fig. IV.38B). Como era de 
plpV hlyAcr no produjo hemólisis en 
eritrocitos de oveja, conejo y trucha (Fig. IV.38). Estos resultados 
apuntan claramente que PlpV es la responsable de la capacidad 
hemolítica en sangre de trucha, pero no de la lisis de eritrocitos de 
oveja y conejo. En cambio, en los experimentos de Rivas et al.
(2013b), una cepa plpV-positiva y portadora de pPHDD1, pero sin 
capacidad de síntesis de Dly, PhlyC y PhlyP, no era capaz de lisar los 
eritrocitos de rodaballo. Ante estas evidencias, podemos sugerir que 
PlpV tiene diferente actividad o especificidad dependiendo de la 
especie de pez. Esta selectividad del tipo de eritrocito podría 
explicarse por diferencias en las composiciones lipídicas de las 
membranas celulares (Ivanov, 2007). Así, por ejemplo, las 
fosfolipasas homólogas a PlpV también presentan diferencias 
hemolíticas a este respecto (Tabla IV.7): PhlA de V. mimicus presenta 
actividad hemolítica en sangre de conejo, tilapia y trucha arco iris, 
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pero no en sangre de ratón, oveja y humano (Kang et al., 1998); PlA 
de V. anguillarum es hemolítica en sangre de trucha arco iris y 
salmón, pero no en oveja (Li et al., 2013); la hemolisina termolábil 
TLH de V. alginolyticus es hemolítica para sangre de platija pero no 
para sangre de oveja (Jia et al., 2010); la fosfolipasa PPP de P. 
damselae subsp. piscicida es hemolítica en eritrocitos de varias 
especies de peces y conejo, pero no de caballo y oveja (Naka et al.,
2007), e incluso la damselisina Dly de P. damselae subsp. damselae es 
hemolítica para sangre de ratón y rodaballo, pero no para oveja (Rivas 
et al., 2013b). 
Es bien conocido que las fosfolipasas A del veneno de serpientes 
y abejas exhiben un fenómeno denominado hemólisis indirecta por 
hidrólisis de fosfatidicolina a lisofostatidilcolina, agente fuertemente 
hemolítico que debido a su actividad superficial disocia las 
membranas de los eritrocitos (Shinoda et al., 1991) (Fig. IV.39). En la 
relativo a las fosfolipasas bacterianas, Yanagase et al. (1970) 
informaron acerca de un factor hemolítico (posteriormente nombrado 
hemolisina TLH) en V. parahaemolyticus, el cual se activaba con la 
adición de lecitina al medio, por lo que pasó a ser denominada como 
hemolisina dependiente de lecitina (LDH). Esta designación hace 
referencia a la aparición de la capacidad de hemolizar determinados 
tipos de sangre solo cuando la lecitina esté presente en el medio de 
cultivo. Posteriormente, la fosfolipasa PPP de P. damselae subsp.
piscicida sería considerada como de este tipo, al ser capaz de 
hemolizar sangre de caballo y oveja tras la adición de lecitina (Naka et 
al., 2007). Gracias a este aporte al medio de cultivo, esta fosfolipasa, 
que solo era capaz de lisar de manera directa eritrocitos de diversas 
especies de peces y de conejo, exhibió una capacidad hemolítica 
indirecta para eritrocitos de caballo y oveja (Zong et al., 2006; Naka et 
al., 2007). 




Fig. IV.38: Actividades hemolíticas en sangre de oveja (A) y de trucha (B) de la 
cepa carente de plásmido AVL49 de P. damselae subsp. damselae y mutantes 
derivados, en placas de TSA-1 suplementadas con 5% de sangre de oveja o trucha, 
ya sea en presencia o ausencia de lecitina (suplementado con 5% de emulsión de 
yema de huevo). (C) Actividades hemolíticas de los productos extracelulares (3 
mg/mL) de las cepas de P. damselae subsp. damselae indicadas en sangre de 
conejo. hlyAcr y plpV son los genes del cromosoma I que codifican la hemolisina 
PhlyC y la fosfolipasa PlpV, respectivamente. Tiempo de incubación de 24 horas. 
Las barras de escala representan 1 cm.  
 
Para estudiar este carácter variable en la fosfolipasa PlpV, 
decidimos añadir emulsión de yema de huevo al 5% en las placas de 
TSA-1 suplementadas con sangre al 5%. Si bien es cierto que la 
adición de lecitina a los eritrocitos de oveja conllevó un ligero 
aumento en la translucidez del halo hemolítico ocasionado por PhlyC, 
PlpV sigue sin exhibir actividad hemolítica en este medio (Fig. 
IV.38A). Por el contrario, la fosfolipasa PPP de la subsp. piscicida 
mostró actividad hemolítica en sangre de oveja con lecitina (Naka et 
al., 2007). La presencia de este sustrato mejoró claramente la 
hemólisis en eritrocitos de trucha en cepas plpV-positivas de P. 
damselae subsp. damselae, no solo en términos de translucidez sino 
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surgieron con la fosfolipasa PPP de la subsp. piscicida, cuyas 
hemólisis en diversos eritrocitos de peces se vieron mejoradas con la 
adición de lecitina (Naka et al., 2007). Una posible explicación 
radicaría en la acción detergente sobre los eritrocitos, de la 
lisofosfatidilcolina, metabolito secundario generado de la hidrólisis de 
fosfatidilcolina por una fosfolipasa de tipo A2 (Fig. IV.39).
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Curiosamente, la fosfolipasa PPP de P. damselae subsp. piscicida 
exhibe la actividad hemolítica dependiente de lecitina en sangre de 
oveja y caballo, solamente tras 48 horas de incubación (Naka et al., 
2007). Dado que nuestro experimento se visualizó tras 24 horas, 
repetimos el proceso pero incubando en esta ocasión durante 48 horas. 
Tal y como podemos observar en la Fig. IV.40, PlpV muestra en 
sangre de oveja actividad hemolítica dependiente de lecitina tras 48 
horas de incubación. Además, podemos ver claramente la diferencia 
del halo hemolítico originado por PhlyC y PlpV, siendo éste mucho 
más nítido y definido en el caso de la toxina formadora de poro. Estos 
datos sugieren que la actividad hemolítica dependiente de lecitina 
exhibida por PlpV depende de la dosis y tiempo de incubación, así 
como de la especie de eritrocitos. 
 
 
Fig. IV.40: Actividad hemolítica de AVL58 (ΔplpV) y AVL63 (ΔhlyAcr) en placas de 
agar sangre de oveja al 5%, suplementadas o no con emulsión de yema de huevo al 
5%. 
 
Continuando con la búsqueda de actividades enzimáticas 
adicionales, tal y como se ha mencionado, las hidrolasas SGNH 
presentan la capacidad de hidrolizar sustratos diversos debido a la 
presencia de una zona flexible posterior a la serina nucleofílica. De 
este modo, se han hallado enzimas SGNH/GDSL con más de una 
capacidad enzimática, como es el caso de la enzima extracelular SrLip 
de Streptomyces rimosus con actividades lipasa (en medios tween) y 
fosfolipasa, entre otras (Leščić Ašler et al., 2017). Por ello, decidimos 
revisar si PlpV presentaba capacidad lipolítica en los medios tween 80 
y tween 20, sembrando la cepa parental AVL49 y la cepa mutante para 
el gen plpV (AVL58) en placas de TSA-1 suplementadas con tween 
(A) AVL58 (ΔplpV)
(B) AVL63(ΔhlyAcr)
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80 y tween 20 al 1% (sección 3.12.2.1 de Material y Métodos). PlpV, 
al igual que la fosfolipasa VHH de V. harveyi (Zong et al., 2006), no 
parece presentar actividad lipolítica en tween-80 y tween 20, dado que 
el mutante para plpV mantiene intactas estas actividades, presentes 
también en la cepa salvaje (Fig. IV.41). Además, la enzima TAP de E. 
coli perteneciente a las SGNH-hidrolasas, presenta actividad proteasa 
además de varias actividades lipolíticas (Pacaud & Uriel, 1971; Lo et 
al., 2003). Con respecto a la fosfolipasa PlpV, ésta no va a presentar 
actividad proteolítica adicional dado que los aislados de P. damselae 
subsp. damselae ya no presentan dicha actividad (al menos detectable 
en medio suplementado con caseína), y no todos los aislados 








Fig. IV.41: Actividades lipolíticas en 
medios tween 20 y tween 80 de la 
cepa parental AVL49 y la cepa 
mutante para plpV AVL58. 
 
En conclusión, estos resultados indican que, de manera adicional 
a la actividad fosfolipasa, PlpV es la principal responsable de la 
actividad hemolítica sobre eritrocitos de trucha en cepas de P. 
damselae subsp. damselae no portadoras de pPHDD1. Asimismo, la 
acción de PlpV ocasiona la hemólisis indirecta de sangre de oveja ante 
la presencia de lecitina, acción dependiente de dosis, tiempo y tipo de 
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4.4.9.PlpV contribuye a la virulencia para lubina, en cepas 
carentes de pPHDD1 
Trabajos previos han reflejado la participación de las fosfolipasas 
en procesos virulentos de patógenos diversos, tales como la invasión y 
colonización bacterianas, así como la evasión de las defensas del 
hospedador. Así por ejemplo, fosfolipasas de tipo A implicadas son: 
PLA1 y PLA2 de Helicobacter pylori, que ayudan en la colonización 
de la mucosa gástrica permitiendo el crecimiento a bajo pH y la
activación de MARPK (Dorrell et al., 1999; Tannaes et al., 2005; 
Sitaraman et al., 2012); la fosfolipasa PlaB de Legionella
pneumophila, que propicia la replicación bacteriana en el pulmón y la 
diseminación por el bazo, y modula el reclutamiento de macrófagos 
(Schunder et al., 2010); YplA de Yersinia enterocolitica que participa 
en la colonización e induce necrosis (Schmiel et al., 1998); o la 
fosfolipasa ExoU de Pseudomonas aeruginosa, que actúa como 
disruptor de membranas plasmáticas y altera la señalización celular 
(Sato & Frank 2014; Ramirez et al., 2012). Con respecto a 
-toxina de Clostridium
perfringens, inductora de la cascada del ácido araquidónico y la 
producción de radicales libres, y promotora del daño lisosomal e 
inductora de la agregación plaquetaria promoviendo la trombosis 
(Titball et al., 1999; Monturiol-Gross et al., 2012 Monturiol-Gross et 
al., 2014; Bryant et al., 2003); PlcH de Pseudomonas aeruginosa que 
activa y recluta plaquetas, ocasionando trombosis (Vasil et al., 2009); 
o la fosfolipasa PlcA de Listeria monocytogenes que permite el escape 
del fagosoma así como de la defensa autofágica y facilita la 
propagación célula-célula (Camilli et al., 1993; Nagiec et al., 2004; 
Poussin et al., 2009). También hemos localizado fosfolipasas D 
relacionadas con la virulencia, como YMT de Yersinia pestis que 
permite la supervivencia en el intestino del hospedador (Hinnebusch 
et al., 2002), PLD1, PLD2 y PLD3 de Acinetobacter baumanni que 
facilitan la invasión bacteriana (Jacobs et al., 2010; Stahl et al., 2015), 
o PldA y PldB de Pseudomonas aeruginosa que promueven la 
invasión intracelular en células no fagocíticas y son necesarias para la 
persistencia bacteriana en el pulmón del hospedador (Jiang et al.,




recordando que tanto el mutante para hlyAcr (AVL63) obtenido en este 
trabajo, como cepas de P. damselae subsp. damselae carentes de 
pPHDD1 con el gen hlyAcr inactivado presentan un cierto grado de 
virulencia en lubina (Terceti et al., 2016), sumado al hecho de que 
PlpV es ubicua en la subespecie, el siguiente paso a seguir fue el de 
analizar la contribución de la fosfolipasa PlpV, junto con la 
hemolisina cromosómica PhlyC, a la virulencia de cepas de P. 
damselae subsp. damselae carentes de pPHDD1. 
Para ello, analizamos las capacidades virulentas de la cepa salvaje 
AVL49 (LD-07RfR hlyAcr) y 
plpV hlyAcr plpV) en 
lubinas. Es necesario resaltar que los peces fueron aclimatados en 
tanques de 100 litros a 24 °C durante una semana antes de realizar el 
desafío, manteniendo esta temperatura durante todo el experimento. 
Las pruebas de virulencia se llevaron a cabo mediante inyección vía 
intraperitoneal de suspensiones bacterianas en solución salina (NaCl al 
0,85%), empleando una dosis de 2,5 x 106 UFC/pez e infectando un 
total de 10 lubinas por cepa a ensayar. Además, la mortalidad de los 
peces se registró diariamente durante 8 días post-inoculación, 
sembrando en TSA-1 y TCBS muestras de riñones de los peces 
muertos, y confirmando las colonias obtenidas mediante la 
amplificación del gen ureC (Osorio et al., 2000b).
Después de ocho días transcurridos tras al desafío con las 
diferentes cepas, pudimos observar que la cepa salvaje AVL49 mataba 
al 80% de las lubinas (Fig. IV.42). Por su parte, los valores de 
supervivencia registrados en el caso de los mutantes simples AVL63 
hlyAcr plpV), mostraron un aumento de los mismos, 
alcanzando en ambos el 80% de peces supervivientes (Fig. IV.42). 
Con respecto al doble mutante para los genes hlyAcr y plpV (AVL62), 
ningún deceso fue registrado (Fig. IV.42). A la vista de estos datos, 
podemos afirmar que PhlyC y PlpV contribuyen, aparentemente en la 
misma medida, a la virulencia en lubina de las cepas de P. damselae 
subsp. damselae no portadoras del plásmido pPHDD1. No es de 
extrañar que la fosfolipasa PlpV contribuya a la virulencia en peces, 
dado que las fosfolipasas homólogas han exhibido su participación en 
la virulencia para peces en otras especies de patógenos. De este modo, 
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la fosfolipasa PPP de la subespecie piscicida también mostró ser 
tóxica para peces, concretamente para cobia (Hsu et al., 2013), la 
hemolisina termolábil TLH de V. alginolyticus exhibió ser virulenta 
para pez cebra (Jia et al., 2010), y la hemolisina VHH de V. harveyi 
para platija y rodaballo (Sun et al., 2007; Bai et al., 2010). Por el 
contrario, la fosfolipasa PlA de V. anguillarum no parece contribuir a 
la virulencia en trucha arcoiris (Li et al., 2013).  
 
 
Fig. IV.42: Supervivencia (%) de lubinas tras inoculación intraperitoneal con la 
dosis de 2,5 x 106 UFC/pez de las cepas de P. damselae subsp. damselae (∄ 
pPHDD1) AVL49 y los mutantes simples (AVL63 y AVL58) y doble (AVL62). 
Empleamos como control peces inyectados con solución salina (n=10 peces por 
cepa).  
 
En resumen, los resultados obtenidos en este capítulo nos han 
permitido afirmar que la fosfolipasa PlpV, codificada en el 
cromosoma I, es la única responsable de las actividades fosfolipasa y 
hemolítica (en sangre de trucha) en cepas carentes de pPHDD1, y 
junto con la damselisina, de la actividad fosfolipasa presentada por las 
cepas portadoras de pPHDD1. Por otro lado, y como resultado muy 
relevante para el presente trabajo, PlpV contribuye junto con PhlyC, a 
la virulencia en lubina, quedando demostrado además, que son 
factores decisivos para la misma, al menos en el modelo animal y la 
dosis elegidos. El paradigma relativo a la función de las fosfolipasas 
bacterianas discutido en este trabajo está sesgado hacia sus papeles en 



























   
  
  





otros aspectos de los estilos de vida de las bacterias, incluyendo la 
remodelación de las membranas y la competencia con otros 
microorganismos para la supervivencia en sus ambientes naturales y, 
por lo tanto, su naturaleza multifuncional refleja la notable 
adaptabilidad conferida por las fosfolipasas a algunas bacterias 
(Flores-Díaz et al., 2016).
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4.5. IDENTIFICACIÓN DE LA COLAGENASA COLP Y SU CONTRIBUCIÓN 
A LA VIRULENCIA EN P. DAMSELAE SUBSP. DAMSELAE
Las enzimas proteolíticas que hidrolizan los enlaces peptídicos en 
proteínas y péptidos, son esenciales para el control homeostático tanto 
en eucariotas como en procariotas, y por lo tanto, intervienen 
fisiológicamente en el ciclo de vida de los microorganismos. Sin 
embargo, en ocasiones, estas enzimas producidas por especies 
patógenas actúan como factores de virulencia para el hospedador 
(Harrington, 1996; Miyoshi, 2013). Un ejemplo de este tipo de 
enzimas son las colagenasas, enzimas que degradan los colágenos 
animales. Los colágenos pueden servir como sustratos biológicamente 
relevantes, ya que son los componentes proteicos predominantes de 
los tejidos de metazoos, incluidos los animales marinos (Park et al.,
2015). Tal y como hemos avanzado en el capítulo 4.2 de Resultados y 
Discusión, la comparación de genomas entre cepas de P. damselae
subsp. damselae portadoras y desprovistas de pPHDD1, reveló la 
presencia del gen colP (codificante para una posible colagenasa 
microbiana) en los dos aislados carentes del plásmido. Este hallazgo, 
sumado al hecho de que las colagenasas microbianas están 
fuertemente ligadas a la patogénesis bacteriana (Harrington, 1996; 
Matsushita & Okabe, 2001; Shinoda & Miyoshi, 2011), nos impulsó a 
iniciar un estudio en detalle acerca de esta capacidad enzimática, y de 
su posible implicación en la virulencia de cepas de P. damselae subsp. 
damselae no portadoras de pPHDD1.
4.5.1.No todos los aislados de P. damselae subsp. damselae
presentan actividad gelatinasa 
Dado que las colagenasas son a menudo importantes factores de 
virulencia, la detección de dicha actividad en los aislados bacterianos 
es una prueba relevante. Como el estudio de la hidrólisis de fibrillas 
de colágeno conlleva el empleo de kits comerciales o de sustratos 
específicos de gran coste para su uso habitual en los laboratorios de 
diagnóstico, de manera rutinaria en la identificación bioquímica 
bacteriana se analiza la degradación de la gelatina (proteína 
desnaturalizada derivada del colágeno animal) aportada directamente 
al medio de cultivo (Mc Faddin, 1993). Por ello, se procedió en primer 
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lugar a examinar dicha capacidad enzimática en las 49 cepas de P. 
damselae subsp. damselae disponibles (Tabla III.1 de Material y 
Métodos). La detección del fenotipo gelatinasa se realizó mediante el 
crecimiento en placas de TSA-1 suplementadas con 3% de gelatina 
comercial (Oxoid), y posterior incubación durante 48 horas a 25 °C. 
El revelado de esta actividad se llevó a cabo añadiendo cloruro de 
mercurio al 12,5% (p/v) (sección 3.12.3.2.1 de Material y Métodos). 
El precipitado blanco indica la presencia de gelatina no hidrolizada, 
mientras que la ausencia del precipitado en la región de crecimiento 
bacteriano apunta a la hidrólisis de gelatina. 
Como se puede apreciar en la Tabla IV.4 y en la Fig. IV.43, el 
27% de los aislados de P. damselae subsp. damselae son capaces de 
degradar la gelatina aportada al medio de cultivo. Holt et al. (1994) 
establecieron el porcentaje de cepas de P. damselae subsp. damselae
gelatinasa positivas entre el 26-76%. En este sentido, unos pocos 
estudios han detectado actividad gelatinolítica en P. damselae subsp. 
damselae, y únicamente en una pequeña fracción de los aislados: el 
6% de los analizados por Labella et al. (2010a), o el 19% y el 46% de 
las cepas aisladas de trucha arcoiris por Pedersen et al. (1997) y 
Pedersen et al. (2009), respectivamente. Si bien es cierto que hay 
algún ejemplo en el que el 100% de los aislados fueron positivos 
(Grimes et al.,1984b; Fujioka et al., 1988; Khouadja et al., 2014), la 
mayoría de los estudios hallaron aislados negativos para este carácter 
(Vera et al., 1991; Fouz et al., 1991; Fouz et al., 1992; Fouz et al.,
1993; Renault et al., 1994; Lozano-León et al., 2003; 
et al., 2009; Zhang et al., 2011; Abdel-Aziz et 
al., 2013; Hassanzadeh et al., 2015).




Fig. IV.43: Detección de la actividad gelatinasa en 49 aislados de P. damselae 
subsp. damselae en placas de TSA-1 suplementadas con 3% de gelatina, tras 
incubación durante 48 horas a 25 °C. La gelatina no hidrolizada precipitará en la 
placa al añadir cloruro de mercurio. En cambio, alrededor de las cepas gelatinasa 
(+) aparecerá un halo translúcido debido a la hidrólisis de la gelatina. Control 
positivo: Vibrio anguillarum R82. 
 
Asimismo, en base a los resultados obtenidos, no se ha podido 
establecer una correlación entre la degradación de la gelatina y la 
fuente de aislamiento o el origen geográfico. Además, los aislados 
gelatinasa positivos muestran representantes tanto entre el grupo de 
cepas con pPHDD1 como entre el grupo sin plásmido (Tabla IV.4). 
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Destacamos por lo tanto, que las cepas de P. damselae subsp. 
damselae tienen carácter variable en cuanto a la actividad gelatinasa, y 
que ésta es independiente de la presencia o ausencia del plásmido 
pPHDD1. 
Un dato muy curioso con el que nos topamos al identificar 
bioquímicamente la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae 
mediante el sistema API 20E, fue el hecho de que la actividad 
gelatinasa registrada anteriormente en placas de TSA-1 suplementadas 
con gelatina, no era detectada por este sistema miniaturizado tras su 
incubación durante 24 o 48 horas (Fig. IV.44). Esta diferencia podría 
ser debida, tal vez, a que la cantidad de enzima que se ha producido en 
ese periodo de incubación no sea la suficiente para que la reacción sea 
detectada por ese sistema de identificación diseñado para clínica 
humana. 
 
Fig. IV.44: Resultado de la identificación bioquímica de la cepa gelatinasa positiva 
LD-07 (A) y la cepa gelatinasa negativa RM-71 (B) de Photobacterium damselae 
subsp. damselae utilizando el sistema API 20E, tras 24 horas de incubación. La 
flecha verde señala el pocillo destinado a la detección de la actividad gelatinasa. 
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4.5.2.Todas las cepas de P. damselae subsp. damselae con 
actividad gelatinasa presentan el gen colP
Como ya se ha mencionado, el análisis comparativo de cuatro 
genomas de P. damselae subsp. damselae reveló la presencia de un 
gen candidato, potencial codificador de una colagenasa microbiana, al 
que denominamos colP (colagenasa de Photobacterium).
Curiosamente, el gen colP fue detectado en el cromosoma I de los 
genomas de las cepas LD-07 y A-162 carentes de pPHDD1, estando 
ausente en las cepas portadora de dicho plásmido virulento CIP 
102761 y RM-71. Dado que las cepas LD-07 y A-162 son gelatinasas 
positivas, mientras que CIP 102761 y RM-71 son negativas para este 
carácter (Fig. IV.43; Tabla IV.4), decidimos considerar a ColP como 
la enzima candidata responsable del fenotipo gelatinasa detectado en 
P. damselae subsp. damselae.
El primer paso a seguir en el estudio pormenorizado de colP, fue 
el de establecer si existía una correlación entre la capacidad de 
hidrolizar gelatina y la presencia del gen colP. Para ello, amplificamos 
por PCR la región interna del gen colP empleando los cebadores 
diseñados sobre el genoma de LD-07: chequeo_colP_F y
chequeo_colP_R (Fig. IV.46A; Tabla III.4 de Material y Métodos). 
Mediante esta reacción en cadena de la polimerasa, pudimos 
confirmar que todas las cepas que degradaban la gelatina del medio 
poseen en su genoma el gen colP. Por el contrario, las cepas sin dicha 
capacidad enzimática carecen del mismo (Fig. IV.46B1; Tabla IV.4).
Una vez establecida la correlación entre actividad gelatinasa y 
presencia del gen colP, la siguiente cuestión que decidimos abordar 
fue la de saber si éste se situaba en la misma región genómica en todas 
las cepas gelatinasa positivas. Primeramente, al analizar el contexto 
genético de colP en los genomas de LD-07 y A-162, percibimos que 
en ambos casos este gen se circunscribía a la misma región del 
cromosoma I, hallándose flanqueado por los genes de la subunidad II 
de la NADH deshidrogenasa y TusA (tRNA 5-metilamino metill-2-
tiouridina sintasa), también presentes en las cepas gelatinasa negativas 
CIP 102761 y RM-71 (Fig. IV.45). Posteriormente, con el fin de 
conocer la ubicación genética de colP en el resto de las cepas con 
actividad gelatinasa, amplificamos mediante PCR la región adyacente 
ANA VENCES LORENZO 
204 
a colP mediante el uso de los cebadores entorno_colP_F y 
entorno_colP_R (Fig. IV.46A; Tabla III.4 de Material y Métodos). Al 
igual que la mayoría de los genes que codifican estas enzimas en otras 
especies bacterianas, aunque algunos de ellos están presentes en 
elementos genéticos móviles (Flores-Díaz et al., 2016), colP se 
localiza en el cromosoma I en un contexto genético idéntico en todas 
las cepas gelatinasa positivas. Dicho contexto genético constituye una 
región invariable (es decir, conservada) en las cepas sin capacidad 
gelatinasa de P. damselae subsp. damselae analizadas (Fig. IV.46B2). 
 
Fig. IV.45: Alineamiento de los genomas indicados de P. damselae subsp. damselae 
mediante el programa MAUVE. Se muestra la localización y contexto genético de las 
colagenasas A9D46_13210 y A0J46_15580 presentes en las cepas sin plásmido A-162 
y LD-07, respectivamente, así como la misma localización en las cepas CIP 102761 y 
RM-71 gelatinasas negativas. 
Pdd_CIP 102761 (    pPHDD1)
Pdd_RM-71 (    pPHDD1)
Pdd_A-162 (    pPHDD1)
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Fig. IV.46: (A) Contexto genético de colP (A0J46_15580) en las cepas colP-positivas LD-07 y A-162, y su comparación con la 
misma región genómica en las cepas colP-negativas CIP 102761 y RM-71 (Los códigos de proteínas corresponden a la cepa LD-
07 y CIP 102761, respectivamente). (B) Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de PCR obtenidos tras 



































































































































































































































































































































































































































4.5.3.ColP muestra homología con colagenasas de la familia 
Vibrionaceae
Como ya hemos podido constatar en la introducción, durante los 
últimos años, numerosas colagenasas han sido localizadas en diversas 
especies bacterianas. La búsqueda de enzimas colagenolíticas 
homólogas a ColP mediante el servidor BLASTP, evidenció su 
similitud con toda una serie de enzimas colagenolíticas, tales como: 
peptidasas M9 de Photobacterium ganghwense (47% identidad; 99% 
cobertura), P. galatheae (46%; 99%), Vibrio navarrensis (44%; 99%), 
P. halotolerans (45%; 98%), V. ordalii (44%; 97%) y V. crassostreae
(44%; 97%); proteínas no caracterizadas de P. jeanii (45%; 99%), P. 
swingsii (46%; 99%), P. sanguinicancri (46%; 99%), Aliivibrio 
wodanis (46%; 94%) y Aliivibrio logei (47%; 94%); y colagenasas 
microbianas de V. vulnificus (45%; 99%), V. fluvialis (45%; 99% de), 
V. lentus (43%; 99%), V. parahaemolyticus (colagenasa PrtV; 43%; 
99%), V. harveyi (44%; 98%), V. mimicus (colagenasa VMC; 45%; 
98%), V. cholerae (colagenasa VchC; 43%; 98%), V. anguillarum
(44%; 97%), V. alginolyticus (colagenasa VAC; 31%; 82%), V.
parahaemolyticus (colagenasa VppC; 33%; 81%) y Grimontia
hollisae (anteriormente Vibrio hollisae) (colagenasa VHC 34%; 67%), 
entre otras. 
Se realizó un análisis filogenético empleando el método 
Neighbor-Joining (1000 bootstraps) con los homólogos proteicos 
aportados por BLASTP, e incorporando además, colagenasas 
perfectamente descritas en especies del género Clostridium
(Matsushita et al., 1994; Yoshihara et al., 1994; Matsushita et al.,
1999; Eckhard et al., 2013). Además, se enraizó el árbol filogenético 
con la colagenasa de Aeromonas hydrophila ATCC 7966 (Seshadri et 
al., 2006). Así, como podemos advertir en el dendrograma de la Fig. 
IV.47, las colagenasas de la familia Vibrionaceae se clasifican 
perfectamente en un grupo independiente al establecido para las 
enzimas del género Clostridium (bootstraps de 99 y 100, 
respectivamente). Si bien es cierto que principalmente las enzimas de 
los géneros Vibrio, Photobacterium y Aliivibrio se recopilan en 
conjuntos distintos (bootstraps de 100, 99 y 100, respectivamente), la 
enzima ColP no está clasificada junto con las del género 
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Photobacterium, sino que se encuentra agrupada con un valor de 
bootstrap de 52, con Aliivibrio sp., y con un número de sustituciones 
por sitio mayor que el de sus homólogos. Asimismo, llama nuestra 
atención el hecho de que la colagenasa VHC de Grimontia hollisae, 
VAC de V. alginolyticus y VppC de V. parahaemolyticus se agrupan 
independientemente del resto de la familia Vibrionaceae. 
 
Fig. IV.47: Comparación de secuencias aminoacídicas que representa la relación 
filogenética de la colagenasa ColP de P. damselae subsp. damselae con enzimas 
relacionadas. El árbol filogenético se construyó empleando el método Neighbor-
joining (1000 bootstraps) y el programa bioinformático MEGA 6. Se empleó como 
grupo externo la colagenasa de Aeromonas hydrophila (ABK384630.1). En la figura 
se muestran los números de acceso en GenBank de las proteínas. La barra de escala 
indica el número de sustituciones por sitio. 
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Este análisis nos permite afirmar la existencia de una estrecha 
relación filogenética entre la colagenasa ColP de P. damselae subsp. 
damselae y enzimas colagenolíticas estudiadas en profundidad del 
género Vibrio, como PrtV de V. parahaemolyticus, VchC de V. 
cholerae, VMC de V. mimicus, VAC de V. alginolyticus, VppC de V. 
parahaemolyticus o VHC de Grimontia hollisae (más abajo, Tabla 
IV.8). 
 
4.5.4. Análisis in silico de ColP: enzima de la familia de las 
metaloproteasas M9 
El gen colP consta de un total de 2.400 pb, cuya proteína ColP 
predicha posee 800 aminoácidos con una masa teórica de 90,46 kDa y 
pI de 5,20 (Stothard, 2000). Acorde con la clasificación de la base de 
datos de peptidasas MEROPS (Rawlings et al., 2016) y PFam 
(PF01752), ColP pertenece a la familia M9 de las metaloproteasas y, 
más concretamente, a la clase M9A. La predicción de la estructura 
secundaria de ColP (67% de cobertura y 100% de confianza) realizada 
con el servidor Phyre2 (Kelley et al., 2015), el cual empleó como 
modelo la colagenasa ColG de Clostridium histolyticum (Eckhard et 
al., 2011), reveló que esta enzima, al igual que la de referencia, exhibe 
una estructura en forma de silla de montar (Fig. IV.48). Debemos 
destacar que la representación estructural de ColP no retrata toda la 
molécula, sino que la estructura mostrada comprende los residuos 
Thr24 y Glu578. La aleta de montura N-terminal más pequeña está 
formada por hélices-α, mientras que la otra aleta posee láminas-β y 
hélices-α (Fig. IV.48A). Conectando ambas aletas, nos encontramos 
con un puente rico en glutamina, en contraste con ColG, que es rica en 
glicina (Fig. IV.48A).  




Fig. IV.48: (A) Estructura secundaria predicha para ColP, empleando como molde 
ColG de Clostridium histolyticum (PDB 2Y50) mediante el servidor Phyre2 y editado 
con Chimera. En naranja se señalan las hélice-α y en magenta las lámina-β. (B) 
Señalización de los dominios proteicos de ColP predichos mediante el servidor 
SMART (Letunic & Bork, 2017). El dominio activador se indica en color azul y el 
dominio catalítico o peptidasa en verde. En la representación se muestra la 
proteína comprendida entre los aminoácidos Thr24 y Glu578, por lo que no se 
visualiza ni el péptido señal ni el domino pre-peptidasa PCC. En gris se evidencian 
las regiones entre dominios. En color anaranjado se marca el motivo conservado de 









Puente rico en Gln
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Tal y como acabamos de describir, la enzima ColP forma parte de 
las metaloproteasas. Las metaloproteasas, junto con las aspártico, 
cisteína y serina proteasas, constituyen las denominadas enzimas 
proteolíticas. Este tipo de enzimas se caracterizan entre otras 
propiedades, por contener muchas de ellas un ion de zinc en el centro 
catalítico (Hooper, 1994; Duarte et al., 2014). A ese respecto, los 
avances en biología molecular han proporcionado abundante 
información sobre las secuencias aminoacídicas de las 
metaloproteasas, revelando el motivo conservado HEXXH como el 
responsable de la unión a zinc, y por lo tanto, imprescindible para el 
funcionamiento de la enzima (Park et al., 2015). Con respecto a la 
metaloproteasa ColP, el análisis comparativo con las enzimas 
homólogas de Vibrio spp. descritas en la literatura, reflejó la presencia 
del motivo conservado HEXXH (Fig. IV.49). Más en detalle, ColP 
muestra la secuencia conservada HEXXH-E (Fig. IV.49A), 
característica de la subfamilia de gluzincina, perteneciente a la familia 
de las metalopeptidasas M9 de MEROPS, agrupada en la superfamilia 
zincina (Valle & Auld, 1990; Hooper, 1994; Lee et al., 1998; Shin et 
al., 2000; Kim et al., 2002; Rawlings et al., 2013; Duarte et al., 2014).
Como ya se ha explicado anteriormente en la introducción, la base 
de datos MEROPS divide a las metaloproteasas de la familia M9 en 
M9A y M9B, dependiendo de si se trata de enzimas de Vibrio spp. o 
Clostridium spp., respectivamente. Teniendo presente que 
Photobacterium y Vibrio son miembros de la familia Vibrionaceae, y 
de que ColP agrupaba perfectamente con el resto de los miembros de 
ésta (Fig. IV.47), consideramos que ColP forma parte de la subfamilia 
de peptidasas M9A. A su vez, la subfamilia M9A se subdividió en tres 
clases atendiendo a toda una serie de atributos, tales como la 
secuencia de unión a zinc HEXXH-E (Tabla I.5 de Introducción). A 
este respecto, ColP exhibe la secuencia de unión a zinc HEYVH-E
(posiciones 429-433 y 459), típica de la clase III, al igual que las 
colagenasas VHC de Grimontia hollisae (Teramura et al., 2011), 
VppC de V. parahaemolyticus (Kim et al., 2002) y VAC de V. 
alginolyticus (Takeuchi et al., 1992) (Fig. IV.49B). Por el contrario, 
el análisis filogenético de la colagenasa de P. damselae subsp.
damselae junto con el resto de homólogas de Vibrio spp., muestra una 
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mayor relación filogenética con las enzimas de la clase II, al estar 
agrupadas con las colagenasas VMC de V. mimicus (Lee et al., 1998), 
VchC de V. cholerae (Park et al., 2015) y PrtV de V. 
parahaemolyticus (Yu & Lee, 1999). Ante estos datos, no es de 
extrañar que en el análisis filogenético mostrado en la Fig. IV.47, las 
colagenasas identificadas ahora como de clase III, agrupasen de 
manera independiente a las de clase II. A pesar de ello, Teramura et 
al. (2011) consideran que las colagenasas de clase II y III, que difieren 
en función y origen, están relacionadas evolutivamente. Si bien hemos 
incluido a enzimas de la clase I en este análisis filogenético, éstas 
carecen de relevancia para nuestro estudio ya que se corresponden con 
las denominadas termolisinas, y solo son consideradas como 
colagenasas verdaderas las de clase II y III. 
 
Fig. IV.49: (A) Alineamiento de secuencias múltiples del centro catalítico de 
metaloproteasa de Vibrio de la clase II y clase III. El recuadro de la izquierda 
muestra el motivo HEXXH, y el recuadro de la derecha indica el residuo de 
glutamato. En verde oscuro se resalta el motivo típico de la clase II y en verde 
claro el de la clase III. (B) Dendrograma de metaloproteasas de Vibrio, en base a la 
secuencia aminoacídica, construido con el software MEGA 6. Los números de acceso 
de las metaloproteasas mostradas aparecen indicados al lado del nombre de cada 
especie bacteriana. El tamaño de las ramas es dibujado a escala proporcional al 
número de cambios aminoacídicos. En cada nodo se muestran los valores de 
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En general, las colagenasas de Vibrio son proteínas multidominio 
que contienen un péptido señal, un dominio peptidasa M9N (dominio 
activador) y un dominio peptidasa/catalítico M9, pudiendo llegar a 
presentar además, un dominio similar a la enfermedad renal 
poliquística (PKD), y/o un dominio(s) C-terminal prepeptidasa 
bacteriana (Duarte et al., 2014). El análisis in silico de los dominios 
proteicos de ColP a través de los servidores Pfam y SMART (Simple 
Modular Architecture Research Tool; Letunic et al., 2008), predijo la 
existencia de un péptido señal de 21 residuos de longitud (confirmado 
por SignalP), un dominio activador, un dominio catalítico o peptidasa 
y un dominio pre-peptidasa C-terminal o PCC (Fig. IV.50). Si bien los 
servidores Pfam y SMART solo han localizado un único dominio 
PCC, el alineamiento aminoacídico con las colagenasas VchC de V. 
cholerae, PrtV de V. parahaemolyticus y VHC de Grimontia hollisae, 
ha revelado la existencia de dos dominios PCC (Fig. IV.50). 
Al comparar la predicción de los dominios proteicos con la 
estructura predicha de ColP, vemos que estos dominios se encuentran 
estructuralmente organizados de modo independiente, sugiriendo una 
cierta flexibilidad durante el reconocimiento del sustrato y catálisis, al 
igual que lo establecido para la colagenasa ColAh de Aeromonas 
piscicola (Duarte et al., 2014). Es decir, el dominio activador se 
localiza en la aleta de montura N-terminal, mientras que el dominio 
catalítico está representado en el otro lateral de la silla (Fig. IV.48B). 
Debemos destacar que el modelo estructural no incluye ni el péptido 
señal ni el dominio PCC, dado que este último está ausente en la 
estructura de referencia empleada por el servidor Phyre2, y el péptido 
señal no se halla en la proteína madura. Por añadidura, contrastando 
los dominios de ColP con el resto de las colagenasas de Vibrio spp., 
detectamos más semejanza en la organización de los dominios de las 
enzimas de clase II (Fig. IV.50; Tabla IV.8).  
Debido a que actualmente no se ha llegado a cristalizar ninguna 
colagenasa de Vibrio spp., aún no está claro cómo este tipo de 
colagenasas reconocen y degradan el colágeno. A este respecto, Lee et 
al. (2005) relacionaron dos motivos FAXWXXT en el extremo C-
terminal de VMC de V. mimicus de clase II con la unión a colágeno, 
siendo el segundo de ellos el más conservado y el de mayor 
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relevancia. El alineamiento aminoacídico de estos motivos 
conservados de ColP con las distintas colagenasas, ha mostrado una 
mayor conservación del primero de los motivos en las de clase II (Fig. 
IV.50B). Con respecto al segundo de los motivos, éste es conservado 
tanto en la clase II como en la clase III. Asimismo, la pérdida de 100 
aminoácidos desde el extremo C-terminal resultó en la perdida de la 
actividad gelatinasa en VMC de V. mimicus. En cambio, la deleción 
de 67 residuos desde el extremo C-terminal no (Lee et al., 2003). Por 
el contrario, hasta ahora no se ha demostrado que el dominio similar a 
PKD ni el dominio PPC de las colagenasas de clase III funcionen 
como un dominio de unión a colágeno (Zhang et al., 2015). 
 Como se ha comentado al inicio de esta sección, la masa predicha 
para ColP es de 90,46 KDa. Una de las características distintivas de 
las clases II y III es la masa molecular de sus proteínas maduras, las 
cuales no dejan de ser un reflejo de la organización de sus dominios. 
De ese modo, las colagenasas de clase II presentan valores que oscilan 
entre los 66 y 61 KDa (no poseen el dominio PKD), más bajos que los 
de las colagenasas de clase III con 82 KDa de peso molecular (Tabla 
IV.8). En base a esto se podría clasificar a ColP como una colagenasa 
de clase III, pero un dato muy llamativo es la diferencia existente entre 
los pesos moleculares predichos y los presentados por las proteínas 
maduras (Tabla IV.8). Las proteasas extracelulares bacterianas a 
menudo se someten a múltiples etapas de escisión proteolítica que 
conducen a la conversión de una pre-proenzima (forma inactiva) en 
una proteína madura (Wandersman, 1989). Curiosamente, Park et al. 
(2015) demostraron que la colagenasa VchC madura de 66 KDa 
perdía los dos dominios PCC tras un procesado extracelular 
promovido por la presencia de un factor(s) adicional(es), así como la 
eliminación del péptido señal durante el transporte de la proteasa a 
través de la membrana interna. Incluso se ha llegado a especular que la 
eliminación de ambos dominios PPC expone los motivos FAXWXXT, 
proporcionando una mejor interacción con el sustrato (Park et al., 
2015). De igual modo, Teramura et al. (2011) y Lee et al. (1998) 
consideraron que VHC de Grimontia hollisae y VMC de V. mimicus 
respectivamente, podrían experimentar un proceso similar después de 
su secreción. En base a estos datos, no sería de extrañar que ColP 
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sufra un procedimiento similar y pierda los dominios prepeptidasas en 
el medio extracelular, resultando en una proteína madura con una 
masa molecular similar a las de las colagenasas de clase II. 
En definitiva, el análisis in silico de la colagenasa ColP producida 
por algunas cepas de P. damselae subsp. damselae, sugiere que 
estamos ante una metaloproteasa M9 de clase II (según la relación 
filogenética y la organización de sus dominios y) o de clase III (según 
el motivo de unión a zinc), y que como tal, debería ser considerada 
como una colagenasa verdadera. Para poder corroborar tal afirmación, 
será necesario llevar a cabo una serie de ensayos enzimáticos que se 
describirán a continuación. 
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Fig. IV.50: (A) Representación esquemática de los dominios proteicos de las 
colagenasas ColP de P. damselae subsp. damselae, VMC de V. mimicus, VchC de V. 
cholerae, PrtV de V. parahaemolyticus, VHC de Grimontia hollisae, VppC de V. 
parahaemolyticus y VAC de V. alginolyticus. Predicción de dominios llevada a cabo 
mediante el servidor SMART, Pfam y estudios respectivos (Tabla IV.8). La barra de 
escala representa 100 aminoácidos de longitud. (B) Alineamiento aminoacídico de 
los motivos FAXWXXT en las colagenasas de clase II y III de Vibrio spp. analizadas. 
En negrita se marcan las posiciones conservadas. 
Péptido señal  N-terminal
Dominio de activación 
Dominio catalítico/peptidasaMotivos conservados FAXWXXT
Dominio prepeptidasa C-terminal (PPC)
Dominio tipo-PKD
Motivo de unión a Zinc (HEXXH-H)
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VAC(clase III)    575 RQGNWINYKATITQWANLYQSEFEQWQQTLVSNGAP
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4.5.5.ColP: colagenasa de clase II responsable de la hidrólisis 
de gelatina presentada por ciertas cepas de P. damselae
subsp. damselae
Hasta el momento, hemos relacionado el gen colP con la 
capacidad de hidrolizar gelatina presentada por diversas cepas de P. 
damselae subsp. damselae, pero tal hipótesis todavía no ha sido 
contrastada. Para ello, se construyó en primer lugar un mutante por 
intercambio alélico de colP (AVL60) en la cepa AVL49. Los 
cebadores destinados a la construcción del mutante AVL60 (LD-
07RfR colP) se muestran en la Tabla III.6 (ver Material y Métodos). 
Una vez obtenido dicho mutante, visualizamos su actividad proteasa 
en placas de TSA-1 suplementadas con gelatina al 3% (Fig. IV.51). 
Tras 48 horas de incubación a 25 °C, se procedió al revelado de la 
actividad gelatinolítica a través de la adición de cloruro de mercurio al 
12,5% (p/v). 
Como se puede apreciar en la Fig. IV.51, la deleción de colP
en la cepa AVL49 ( pPHDD1), conllevó la pérdida de la capacidad 
de hidrolizar la gelatina aportada al medio de cultivo. Para poder 
asegurar que el fenotipo observado se debía únicamente a la deleción 
del gen colP y no a efectos polares u otras causas, se procedió a 
complementar la cepa mutante con el alelo salvaje. Para ello, se 
amplificó mediante PCR el gen colP completo incluyendo su 
promotor nativo (ver cebadores en Tabla III.7 de Material y Métodos) 
y se clonó en el vector pBBR1-MCS5 (Kovach et al., 1995). Al 
complementar el mutante AVL60 (LD-07RfR colP) con el plásmido 
pAVL484 (plásmido pBBR1-MCS5 que contiene el gen colP y su 
promotor), se restauró el fenotipo proteolítico mostrado por la cepa 
parental (Fig. IV.51). En conjunto, estos resultados indican claramente 
que la actividad gelatinasa manifestada por algunas cepas de P. 
damselae subsp. damselae es ejercida por la acción hidrolítica de la 
enzima ColP.
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Fig. IV.51: Fenotipos gelatinasa de la cepa AR57 (∃ pPHDD1), AVL49 (∄ pPHDD1), 
del mutante simple AVL60 (ΔcolP) y de su cepa complementada AVL471 (ΔcolP + 
pBBR1-MCS5-colP), de P. damselae subsp. damselae en placas de gelatina al 3%, 
después de 48 horas de incubación a 25 °C. Las flechas negras señalan el halo de 
degradación de gelatina. La barra de escala representa 1 cm. 
En otro orden de ideas, una de las características diferenciales 
entre las clases II y III de las colagenasas de Vibrio spp., es la 
capacidad de hidrolizar caseína, siendo solo positivas para este 
fenotipo las últimas (Tabla IV.8). La caseína, fosfoproteína presente 
en la leche y derivados, es el sustrato más común para la detección de 
actividad proteasa no específica en bacterias (Yu et al., 2000). Dado 
que el análisis in silico previo nos ha llevado a clasificar a ColP como 
una enzima colagenolítica de clase II, y por lo tanto, no debería 
presentar capacidad caseinasa, decidimos corroborar tal fenotipo. Para 
ello, en primer lugar evaluamos la actividad proteolítica en los 49 
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crecimiento en placas de TSA-1 suplementadas con leche desnatada al 
4% (sección 3.12.3.1 de Material y Métodos). Aquellas cepas con 
capacidad de hidrolizar caseína, manifestarán un halo translúcido a su 
alrededor (Fig. IV.52). Los resultados obtenidos mostrados en la Tabla 
IV.4, reflejan la ausencia de la capacidad de degradar la caseína 
aportada al medio por parte de las cepas de P. damselae subsp. 
damselae analizadas. Si tenemos presente la bibliografía de los 
diferentes aislamientos de esta subespecie llevados a cabo en los 
últimos años, podremos comprobar que la mayor parte de las cepas no 
presentan esta actividad proteolítica (Grimes et al., 1984a, Grimes et 
al., 1984b; Fouz et al., 1992; Fouz et al., 1993; Labella et al., 2010a). 
En contraposición, recientemente Khouadja et al. (2014) publicaron 
que 9 de los 13 aislados de doradas y lubinas cultivadas, exhibían 





Fig. IV.52: Evaluación de la actividad 
caseinasa de aislados de P. damselae 
subsp. damselae. Visualizaremos un halo 
transparente cuando la actividad sea 
positiva. Control (+): Aeromonas 
hydrophila CMA 153.  
Dado que ninguna de las cepas gelatinasa positivas analizadas de 
P. damselae subsp. damselae hidroliza la caseína, consideramos que 
ColP, al igual que el resto de colagenasas de la clase II, no presenta tal 
actividad (Tabla IV.8). Teramura et al. (2011) consideran que una 
explicación plausible para la diferencia de especificidad de sustrato 
entre ambas clases, podría ser la divergencia entre sus dominios 
proteicos. De ese modo, conjeturaron que la razón por la que la 
colagenasa de G. hollisae de clase III no hidroliza caseína, es la 
ausencia del dominio proteico PKD. Debido a esta discrepancia con 
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consideraron a la colagenasa de G. hollisae como una excepción de las 
proteasas de esta clase, llegando incluso a sugerir la formación de un 
nuevo grupo de colagenasas de Vibrio spp. La colagenasa de P. 
damselae subsp. damselae ColP, del mismo modo que el resto de sus 
homólogos de la clase II, no porta el dominio PKD (Tabla IV.8). 
En definitiva, si bien la secuencia del dominio conservado 
HEXXH-E presupone la agrupación de ColP como una peptidasa 
M9A de clase III, la organización de los dominios proteicos y la 
incapacidad para hidrolizar caseína, nos sugiere que ColP podría 
considerarse como de clase II, o bien podría constituir una nueva clase 
de colagenasas de Vibrio spp.  
 
4.5.6. ColP es una colagenasa termolábil secretada al medio 
extracelular 
Si bien en la literatura se usan indistintamente los términos 
gelatinasa y colagenasa para referirse a enzimas que hidrolizan 
gelatina, ambas enzimas poseen sustratos de actuación diferentes. Las 
gelatinasas son enzimas capaces de degradar la gelatina, es decir, 
colágeno desnaturalizado soluble en agua. Por su parte, las 
colagenasas verdaderas son un tipo de proteasas que no solo digieren 
gelatina, sino que son capaces de descomponer la rígida organización 
del colágeno (fibrillas polipeptídicas enrolladas helicoidalmente), 
atacando específicamente los enlaces X-Gly de su triple hélice 
(Watanabe, 2004; Duarte et al., 2014; Pal & Suresh, 2016). Con 
respecto a P. damselae subsp. damselae, los estudios previos solo han 
centrado su interés en la hidrólisis de gelatina, relegando el 
conocimiento de su posible carácter colagenolítico.  
Dado que ColP es una metaloproteasa de la familia M9, y que 
solo éstas son consideradas como colagenasas verdaderas, decidimos 
estudiar su capacidad para hidrolizar colágeno. Para ello analizamos la 
capacidad de los productos extracelulares de la cepa gelatinolítica 
AVL49 de degradar el péptido sintético FALGPA (2-furanacryloyl-
Leu-Gly-Pro-Ala). FALGPA es considerado como un péptido 
sintético idóneo y específico para el estudio de las colagenasas 
bacterianas (Lim et al., 1995). Para ello, primero se obtuvieron los 
productos extracelulares mediante la técnica del celofán (Liu, 1957) y 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
 
221 
posteriormente se cuantificó su actividad enzimática sobre el péptido 
FALGPA (Sigma), siguiendo el protocolo indicado en Material y 
Métodos (sección 3.12.3.2.2). 
Los resultados obtenidos revelaron que los productos 
extracelulares de la cepa AVL49 consiguieron hidrolizar el péptido 
sintético, mientras que el mutante para colP (AVL60) rindió un valor 
de 0 unidades en el test de hidrólisis de FALGA (Tabla IV.9). Estos
datos nos señalan que ColP de P. damselae subsp. damselae es capaz 
de hidrolizar colágeno nativo, al igual que las colagenasas de Vibrio
spp. homólogas (Tabla IV.8). Dada la gran variedad de colágenos 
existentes (28 tipos), la especificidad de las colagenasas bacterianas a 
éstos varía. Si bien en el presente trabajo no se ha llegado a indagar en 
este hecho, en otras investigaciones llevadas a cabo con las 
colagenasas de Vibrio spp., se ha estudiado la capacidad de hidrolizar 
los colágenos más abundantes en animales, tales como los de tipo I, II 
o III (Tabla IV.8). Por otra parte, dado que el tratamiento de 
calentamiento a 60 °C durante 10 min abolió la capacidad de los 
productos extracelulares de hidrolizar FALGPA, podemos afirmar que 
la colagenasa ColP de AVL49 es termolábil, al igual que VchC de V. 
cholerae, VMC de V. mimicus, y PrtV y VppC de V. 
parahaemolyticus (Tabla IV.8).
Tabla IV.9: Resultados de la hidrólisis del péptido FALGPA para la determinación 
de la actividad colagenolítica de productos extracelulares (ECPs) de la cepa 
AVL49 de P. damselae subsp. damselae y su mutante para colP. Los valores 
corresponden a valores medios realizados en tres ensayos independientes; 
Muestra de ECPs A345nm Unidades/mL
AVL49 (LD-07RfR) 0,074 28
colP) -0,284 0
AVL49 (calentamiento a 60 °C) -0,016 0
En otro orden de ideas, aproximadamente el 50% de las proteínas 
sintetizadas en el citoplasma bacteriano se insertan en una membrana
(por ejemplo, la membrana plasmática), o son liberadas al medio 
extracelular (Papanikou et al., 2007). Generalmente, las proteínas de 
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inserción en membrana son transportadores, canales relacionados con 
la conversión de energía o transductores sensoriales y, por su parte, las 
proteínas secretadas pueden ser enzimas hidrolíticas o toxinas, entre 
otras (Chatzi et al., 2013). Si bien es cierto que nuestros intentos por 
detectar la actividad gelatinasa en placas de agar con gelatina, en los 
productos extracelulares de las cepas de P. damselae subsp. damselae
positivas para tal actividad han sido fallidos, la detección de la 
actividad colagenolítica de FALGPA en los ECPs de la cepa 
gelatinasa positiva AVL49 pero no en los del mutante para colP
(Tabla IV.9), y el hecho de que a lo largo de la bibliografía existente 
diversos estudios sí hayan sido capaz de detectarla (Labella et al.,
2010a), nos permite afirmar que la colagenasa ColP de P. damselae
subsp. damselae es una enzima secretada al medio extracelular.
Si bien es cierto que las colagenasas homólogas a ColP del género 
Vibrio son también extracelulares, los mecanismos de secreción son 
desconocidos para la gran mayoría de ellas (Tabla IV.8). A fin de 
iniciar un estudio preliminar que nos aportase información acerca del 
modo de secreción de ColP, decidimos clonar esta enzima en la cepa 
S17-1- pir de Escherichia coli, microorganismo sin actividad 
gelatinasa. Si esta especie bacteriana fuese capaz de degradar la 
gelatina, nos indicaría que la secreción de ColP podría realizarse 
mediante un sistema de secreción general y conservado entre especies, 
como podría ser el SSTII, vía de secreción de la colagenasa homóloga 
VchC de V. cholerae (Park et al., 2015). Como se puede apreciar en la 
Fig. IV.53, la introducción del gen colP clonado en el plásmido 
pAVL484 en E. coli S17-1- pir le confiere la capacidad de hidrolizar 
la gelatina aportada al medio de cultivo tras tres días de incubación a 
25 °C. Si bien es cierto que los halos de degradación producidos por la 
cepa de E. coli con el plásmido pAVL484 son mucho más reducidos 
que los de la cepa salvaje LD-07, este resultado sugiere que, al menos, 
parte de la colagenasa ColP es secretada al exterior a través de un 
sistema de transporte conservado. 




Fig. IV.53: Actividades gelatinasa de las cepas AVL49 y E. coli S17-1-λpir portadora 
del gen colP (pAVL484: pBBR1-MCS5-colP). Como control negativo se utilizó la cepa 
S17-1-λpir de E. coli. Las flechas negras indican el halo de degradación de gelatina. 
La barra de escala representa 1 cm. 
 
Continuando en esta línea de ideas, varias metaloproteasas 
dependientes de zinc, incluyendo las colagenasas microbianas, han 
demostrado ser proteínas extracelulares que precisan de una secuencia 
señal para ayudar al transporte a través de las membranas celulares 
bacterianas (David et al., 1992; Milton et al., 1992; Lee et al., 1995). 
Como ya se ha comentado en la sección 4.5.4 de este capítulo, ColP 
presenta un posible péptido señal en el extremo N-terminal, que 
comprende las posiciones entre el aminoácido 1 y el 21 (Fig. IV.50). 
La presencia de este péptido señal parece indicar que ColP podría ser 
secretada a través de un sistema de secreción dependiente de Sec 
como puede ser el Sistema de Secreción General, también 
denominado SSTII (Sistema de Secreción de tipo II) (Thanassi et al., 
2005). En el capítulo 4.8 de Resultados y Discusión afrontaremos la 
cuestión del mecanismo de secreción de ColP al medio extracelular. 
 
4.5.7. ColP contribuye a la virulencia en cepas de P. damselae 
subsp. damselae carentes de pPHDD1 
Durante las últimas décadas, se han reunido evidencias que 
sustentan la hipótesis de que el crecimiento y la proliferación de 










proteolíticas (Travis et al., 1995, Roberts et al., 2013). Actualmente, 
el papel de las colagenasas microbianas en la fisiología de sus 
productores y en la patogénesis está poco estudiado. De manera 
general, se considera que la síntesis bacteriana de enzimas 
colagenolíticas extracelulares puede cumplir varias funciones: i) 
liberar aminoácidos del colágeno necesarios para el crecimiento 
bacteriano, ii) facilitar la propagación de bacterias y toxinas por la 
destrucción de tejido; y iii) proporcionar un ambiente adecuado para el 
crecimiento y la multiplicación bacteriana (Harrington, 1996; 
Prabaharan, 2015). Incluso, se ha llegado a sugerir que las colagenasas 
bacterianas pueden ayudar al patógeno a superar las defensas del 
hospedador (Soares et al., 2008). Tal y como hemos apuntado en la 
introducción, actualmente, el estudio de las colagenasas durante el 
proceso infectivo ha sido relegado principalmente a especies de los 
géneros Clostridium y Bacillus. A pesar de ello, desde el punto de 
vista de Zhang et al. (2015), las colagenasas de Clostridium y Vibrio
podrían desempeñar roles similares. 
Con el propósito de estudiar la contribución de la colagenasa 
ColP a la capacidad patogénica de la cepa LD-07 de P. damselae
subsp. damselae carente de pPHDD1, se infectaron un total de 10 
lubinas con el mutante para el gen colP (AVL60), y los resultados 
obtenidos se compararon con los porcentajes de supervivientes 
infectados con la cepa parental (AVL49) y la cepa triple mutante 
(AVL68). Al igual que en el resto de los ensayos de virulencia, los 
peces fueron aclimatados a 24 °C antes de realizar el desafío por 
inyección intraperitoneal de suspensiones bacterianas en solución 
salina (NaCl al 0,85%), empleando una dosis de 2,5 x 106 UFC/pez. 
Además, la mortalidad de los peces se registró diariamente durante 8 
días post-inoculación, sembrando en TSA-1 y TCBS los riñones de 
peces muertos y confirmando las colonias obtenidas mediante la 
amplificación del gen ureC (Osorio et al., 2000b).




Fig. IV.54: Supervivencia (%) de lubinas tras inoculación intraperitoneal con la 
dosis de 2,5 x 106UFC/pez de las cepas de P. damselae subsp. damselae (∄ pPHDD1) 
AVL49, el mutante simple AVL60 (ΔcolP) y el triple mutante AVL68 (ΔhlyAcr ΔplpV 
ΔcolP). Empleamos como control peces inyectados con solución salina (n=10 peces 
por cepa).  
 
Tras ocho días avanzados después del desafío con las diferentes 
cepas, pudimos observar que la cepa salvaje AVL49 mataba al 80% de 
las lubinas infectadas (Fig. IV.54). Por su parte, los valores de 
supervivencia registrados en el caso del mutante simple AVL60 
(ΔcolP), mostraron un ligero aumento de los mismos, alcanzando el 
40% de peces supervivientes. Si bien encontramos que la mutación 
simple de colP en la cepa AVL49 redujo la virulencia con respecto a 
la cepa parental, esta reducción fue menor que la observada 
anteriormente con los mutantes para los genes hlyAcr y plpV (Fig. 
IV.42). Por otro lado, tal y como se esperaba, el triple mutante hlyAcr 
plpV colP (AVL68) no resultó ser virulento en las condiciones y dosis 
ensayadas (Fig. IV.54). Estos resultados muestran que cuando se 
infecta por vía intraperitoneal, colP tiene un efecto bajo sobre la 
virulencia en lubina. Sin embargo, no puede excluirse que la ruta de 
infección que hemos utilizado en este estudio pueda eludir los 
mecanismos de defensa del hospedador y las barreras naturales. Por lo 
tanto, no se puede descartar un posible papel de ColP en la 
colonización durante el proceso infectivo en peces, donde la actividad 
de la colagenasa podría proporcionar una ventaja selectiva durante la 
infección en condiciones naturales. Así por ejemplo, la colagenasa 
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tejidos de pez cebra, promoviendo el proceso de invasión (Luan et al.,
2007). Con respecto a la colagenasa VAC de V. alginolyticus, Yishan 
et al. (2011) relacionaron la presencia del gen vac con cepas 
virulentas. Incluso, aunque su papel en la patogénesis no ha sido 
estudiado en detalle, se ha propuesto que las colagenasas de V. 
parahaemolyticus y V. alginolyticus, dos especies que causan 
infecciones en heridas, contribuyen a la diseminación de las bacterias 
por digestión de los componentes de la matriz extracelular (Shinoda & 
Miyoshi, 2011). En contraposición, la colagenasa VchC no contribuyó 
a la capacidad de V. cholerae para colonizar los intestinos de ratón y 
pez cebra, ni a la transmisión de las bacterias de peces infectados a 
peces no infectados, aunque se considera que este hecho podría 
deberse a una redundancia funcional, ya que este microorganismo 
produce una(s) proteasa(s) colagenolítica(s)/gelatinolítica(s) adicional 
(Park et al., 2015). A la vista de los resultados obtenidos, podemos 
afirmar que la colagenasa ColP de la cepa LD-07 de P. damselae 
subsp. damselae no portadora del plásmido pPHDD1, contribuye a la 
virulencia en lubina.
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4.6. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD LIPOLÍTICA EN P. DAMSELAE SUBSP.
DAMSELAE
Las enzimas lipolíticas son un grupo de enzimas sintetizadas por 
una amplia gama de seres vivos tales como animales, plantas y 
microorganismos. Independientemente de su naturaleza, todas ellas 
poseen una característica en común: catalizan la hidrólisis de los 
enlaces éster formados entre un ácido y un alcohol (Ro et al., 2004). A 
ese respecto, las enzimas lipolíticas como lipasas y esterasas de 
bacterias patógenas han sido relacionadas especialmente con la 
patogenicidad en humanos (Stehr et al., 2003). 
Si bien en la familia Vibrionaceae se han identificado enzimas 
lipolíticas en especies como Vibrio cholerae (Ogierman et al., 1997; 
Hausmann & Jaeger, 2010), V. parahaemolyticus (Hausmann & 
Jaeger, 2010), V. vulnificus (Su et al., 2004), V. harveyi (Teo et al.,
2003), V. fischeri (Ranjitha et al., 2009), Photobacterium lipolyticum
(Ryu et al., 2006) o Photobacterium spp. (Kim et al., 2012), su 
contribución al proceso infectivo ha sido escasamente investigado. 
Con respecto a P. damselae subsp. damselae, varios han sido los 
trabajos que han informado acerca de la existencia de cepas con 
capacidad para degradar lípidos (Fouz et al., 1992; Pedersen et al.,
1997; Labella et al., 2006; Labella et al., 2010a; Zhang et al., 2011; 
Khouadja et al., 2014), pero hasta el momento, no se ha indagado en 
la búsqueda de las bases genéticas de esta actividad, ni de su posible 
implicación en la patogenicidad en peces.
4.6.1.P. damselae subsp. damselae presentan variabilidad en 
cuanto a su actividad lipolítica en tween 80 y tween 20
Los denominados “tweens” (ésteres de ácidos grasos de 
polioxietilensorbitán), son los sustratos más ampliamente utilizados en 
la detección de bacterias lipolíticas en medios de agar (Plou et al.,
1998). La serie tween está compuesta por tween 20, 40, 60 y 80. Estos 
ésteres difieren en la longitud de las cadenas de ácidos grasos. Entre la 
serie de los tween, el tween 80 es el más empleado para detectar la 
actividad lipasa/esterasa en medios de agar (Plou et al., 1998). Es por 
eso que en la mayoría de los estudios realizados en P. damselae subsp. 
damselae, la actividad lipolítica de los aislados fue evaluada mediante 
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la capacidad de hidrolizar el tween 80. El tween 80 o polisorbato 80, 
es un compuesto derivado de la etoxilación del sorbitano y su 
posterior monoesterificación con ácido oleico (ácido graso de cadena 
larga monoinsaturado de 18 átomos de carbono). En base a este dato, 
iniciamos el estudio de la actividad lipolítica en medio tween 80 en los 
49 aislados de P. damselae subsp. damselae disponibles en el cepario 
del laboratorio (Tabla III.1 de Material y Métodos). La detección de 
dicha actividad se llevó a cabo a través del crecimiento en placas de 
TSA-1 suplementadas con tween 80 (Sigma) al 1%, tras su incubación
a 25 °C durante 72 horas (sección 3.12.2.1 de Material y Métodos). 
Aquellas cepas con capacidad de hidrolizar tween 80, mostrarán un 
precipitado granulado a su alrededor debido a la precipitación del 
ácido oleico liberado por la escisión de tween 80 (Fig. IV.55A). Tal y 
como podemos observar en la Tabla IV.4, aproximadamente el 82% 
de los aislados analizados presentan la capacidad de hidrolizar el 
tween 80. Si bien es cierto que la mayoría de nuestras cepas 
estudiadas exhiben esta actividad lipolítica al igual que en otros 
estudios (Fouz et al., 1992; Pedersen et al., 1997, Zhang et al., 2011 y 
Khouadja et al., 2014), los trabajos de Grimes et al. (1984a; 1984b) y 
Labella et al. (2010a) no identificaron ninguna cepa con dicha 
actividad enzimática.
Además, teniendo presentes las características de las cepas de P. 
damselae subsp. damselae disponibles, no se pudo establecer una 
correlación entre la degradación de tween 80 y la fuente de 
aislamiento o el origen geográfico (Tabla IV.4). Asimismo, se han 
localizado aislados positivos para este carácter tanto en cepas con 
pPHDD1 como en cepas sin plásmido, dato que nos sugiere que el 
responsable genético de esta actividad podría localizarse en uno de los 
cromosomas de esta bacteria marina (Tabla IV.4). Destacamos por lo 
tanto, que las cepas P. damselae subsp. damselae tienen carácter 
variable en cuanto a la actividad lipolítica en tween 80, y que éste es 
independiente de la presencia o ausencia del plásmido pPHDD1.
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Fig. IV.55: Algunos ejemplos de la detección de la actividad lipolítica de P. 
damselae subsp. damselae en medio tween 80 (A) y tween 20 (B), tras incubación a 
25 °C durante y 72 días y 48 horas, respectivamente. Control positivo: Aeromonas 
hydrophila CMA 153.  
 
Por otra parte, Labella et al. (2010a) también estudiaron la 
actividad lipolítica de sus aislados en medio suplementado con tween 
20. El medio tween 20 o polisorbato 20, es un compuesto derivado de 
la etoxilación del sorbitano y su posterior monoesterificación con 
ácido láurico (ácido graso saturado de cadena larga de 12 átomos de 
carbono). Según sus resultados, el 70% de sus aislados mostraban la 
capacidad de hidrolizar tween 20. Con la finalidad de conocer esta 
actividad en nuestras cepas, se llevó a cabo su detección a través de 
crecimiento en placas de TSA-1 suplementadas con tween 20 (Sigma) 
al 1%, tras 72 horas de incubación a 25 °C. Al igual que en el caso 
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su alrededor pero esta vez debido a la precipitación de ácido láurico 
(Fig. IV.55B). Nuestros resultados muestran que el 100% de los 
aislados de P. damselae subsp. damselae analizados en el presente 
estudio tienen la capacidad de hidrolizar tween 20 (Tabla IV.4), 
porcentaje elevado al igual que en el estudio de Labella et al. (2010a). 
Si bien es cierto que todas las cepas testadas exhibieron actividad 
enzimática sobre tween 20, no todas lo hicieron en el mismo tiempo 
de incubación. La mayoría de las cepas ya mostraron el halo de 
precipitado a las 24 horas, mientras que solo tres lo exhibieron a las 48 
horas (datos no mostrados). Una posible explicación de estas 
diferencias podría ser la cantidad de inóculo empleado en cada cepa 
sobre el medio de agar, o incluso deberse a diferencias de crecimiento 
o actividad lipolítica entre cepas. Del mismo modo que en el caso 
anterior, no pudimos hallar una correlación entre hospedador, origen 
geográfico, presencia/ausencia de pPHDD1 y actividad lipolítica en 
tween 20.
Al comparar las actividades lipolíticas visualizadas en tween 80 y 
tween 20, percibimos que aquellas cepas que no hidrolizan tween 80 sí 
hidrolizan tween 20 (Tabla IV.4). Esto nos sugiere la presencia de al 
menos dos enzimas lipolíticas diferentes responsables de los fenotipos 
observados. Además, éstas podrían estar codificadas por uno de los 
cromosomas de P. damselae subsp. damselae y no por el plásmido 
pPHDD1.
4.6.2.El gen lip80 es el responsable de la hidrólisis de tween 80 
en P. damselae subsp. damselae
Con la finalidad de localizar el gen responsable de la actividad 
lipolítica observada en medio tween 80 y exhibida por la mayoría de 
las cepas testadas, decidimos analizar esta capacidad enzimática en 
una colección de mutantes por transposición en la cepa AVL49 (LD-
07RfR) de P. damselae subsp. damselae. Para ello, se llevó a cabo una 
mutagénesis aleatoria con el transposón mini-Tn10 (Herrero et al.,
1990) (sección 3.8.3 de Material y Métodos), obteniendo una librería 
de mutantes en LD-07 y se buscaron genes candidatos en aquellos 
mutantes que no presentaron actividad lipolítica en tween 80.
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Una vez se obtuvo la librería de mutantes por transposición con 
mini-Tn10 en la cepa AVL49, aproximadamente 2.500 clones se 
crecieron en placas TSA-1 suplementadas al 1% con tween 80. 
Aquellos mutantes Tn10 que mostraron cambio en el halo de 
precipitación en placa, fueron candidatos a contener inserciones en 
genes relacionados con la actividad lipolítica. Tras la incubación a 
25°C durante 3 días, localizamos dos mutantes, ΔAVL49::Tn10(1) y 
ΔAVL49::Tn10(2), con ausencia de precipitado (Fig. IV.56A), así 
como un tercer mutante ΔAVL49::Tn10(3) que atrajo nuestra atención 
debido a la aparición tardía del precipitado lipolítico (Fig. IV.57). 
 
Fig. IV.56: A la izquierda, test de las actividades lipolíticas en tween 80 de 
mutantes Tn10 de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae, tras 3 días de 
incubación a 25 °C. Las flechas señalan los clones ΔAVL49::Tn10(1) (A) y 
ΔAVL49::Tn10(2) (B) con ausencia de actividad lipolítica en tween 80. Escala de 
referencia, 1 cm. A la derecha, representación del posible operón constituido por 
los genes del transportador de ácidos grasos de cadena larga FadL y la posible 
enzima lipolítica Lip80 en el genoma de la cepa LD-07. Se indica en cada caso la 
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El siguiente paso a seguir fue el de averiguar qué genes estaban 
inactivados en los mutantes ΔAVL49::Tn10(1), ΔAVL49::Tn10(2) y 
ΔAVL49::Tn10(3) por la inserción del transposón mini-Tn10. Para 
ello, mediante clonación (sección 3.8.3.2 de Material y Métodos) se 
identificaron las secuencias flanqueantes al transposón mini-Tn10 en 
los dos mutantes, y se determinó su localización en el genoma de la 
cepa LD-07. Comenzando con el mutante ΔAVL49::Tn10(1), 
curiosamente, el transposón se insertó en la ORF A0J46_06760 del 
cromosoma I, cuya secuencia aminoacídica presentó una identidad del 
56% con la proteína transportadora de ácidos grasos de cadena larga 
FadL de Vibrio cholerae (Fig. IV.56A). El hecho de que este tipo de 
mutante no muestre actividad lipolítica, a pesar de que en el genoma 
de LD-07 se hayan encontrado dos genes homólogos a FadL (más 
abajo, Fig. IV.63A), nos sugiere una transcripción conjunta entre fadL 
y el gen adyacente anotado como posible lipasa (A0J46_06755), de 
modo que la inserción del transposón en fadL podría estar causando 
efectos polares y comprometer la transcripción del gen de la posible 
lipasa. Por otro lado, este tipo de transportadores parece estar 
relacionado con la captación de los ácidos grasos de cadena larga 
hidrolizados en el medio extracelular por la lipasa/esterasa bacteriana 
(Pride et al., 2013). Con respecto al mutante ΔAVL49::Tn10(2), el 
transposón se insertó en el cromosoma I al comienzo de un gen cuyo 
producto está anotado como lipasa (A0J46_06755), a la que 
denominaremos de ahora en adelante Lip80 (enzima lipolítica en 
tween 80) (Fig. IV.56B). Curiosamente, los genes del transportador 
FadL y de Lip80 forman parte del mismo operón de genes cuya co-
transcripción ha sido demostrada en V. cholerae (Pride et al., 2013). 
Asimismo, señalamos que el resto de los genomas de P. damselae 
subsp. damselae analizados, cepas todas ellas lipolíticas en medio 
tween 80, contienen este mismo operón lipolítico. 
En lo relativo al mutante ΔAVL49::Tn10(3) con capacidad 
lipolítica en tween 80 tardía, el transposón mini-Tn10 truncó un gen 
anotado como regulador transcripcional de la familia TetR 
(A0J46_11500) (Fig. IV.57). Este regulador transcripcional está 
presente en los cuatro genomas estudiados, sean o no cepas lipolíticas 
en tween 80 (cepa CIP 102761: VDA_003363; cepa RM-71: 
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A0J47_1053; y cepa A-162: A9D46_05170). La familia de 
reguladores TetR forma parte de los denominados sistemas de 
transducción de señal de un solo componente (Cuthbertson & 
Nodwell, 2013). Muchos miembros de esta familia son elementos 
represores, sin embargo, hay excepciones importantes que actúan 
como activadores o que asumen roles no relacionados con la 
transcripción. Si bien los miembros de esta familia son conocidos por 
su papel como reguladores de las bombas de flujo de antibióticos, se 
sabe que los miembros caracterizados regulan numerosos aspectos de 
la fisiología bacteriana, llegando a interactuar con una amplia gama de 
ligandos tales como ácidos grasos (Cuthbertson & Nodwell, 2013). 
Ejemplos de reguladores transcripcionales de la familia TetR 
relacionados con el anabolismo de ácidos grasos son FabR de E. coli 
(Feng & Cronan, 2011) o Fad35R de Mycobacterium tuberculosis 
(Anand et al., 2012). Del mismo modo, también se han descrito 
miembros relacionados con el catabolismo de ácidos grasos como 
FadR de Bacillus subtilis (Tojo et al., 2011), Pseudonocardia 
autotrophica (Chen et al., 2005) y Thermus thermophilus (Agari et al., 
2011). Debemos destacar que P. damselae subsp. damselae presenta 
en su genoma los reguladores transcripcionales FabR (A0J46_13425) 
y FadR (A0J46_06580) relacionados con el anabolismo y 
catabolismo, respectivamente, de ácidos grasos, por lo que podríamos 
descartar, a priori, la participación de este regulador TetR en estos 
procesos metabólicos. 
 
Fig. IV.57: (A) Fenotipo lipolítico en tween 80 del mutante con actividad tardía 
ΔAVL49::Tn10(3). (B) Representación esquemática del regulador transcripcional de 
la familia TetR truncado por el transposón mini-Tn10 en el mutante 
ΔAVL49::Tn10(3). TetR está orientado de manera divergente en relación a los genes 
que regula, presentando una zona intergénica con respecto a A0J46_11495 de 178 
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Los reguladores TetR se pueden clasificar en tres tipos en función 
de la orientación y la proximidad de su gen estructural en relación con 
los genes adyacentes en el cromosoma (Ahn et al., 2012). Estas 
relaciones se pueden emplear para predecir los genes diana regulados 
por TetR. La mayoría de estos reguladores se clasifican como tipo I, 
dado que sus genes muestran una orientación divergente a uno de los 
genes adyacentes (Ahn et al., 2012), como es el caso de A0J46_11500 
(Fig. IV.57B). Esta relación es predictiva de una conexión reguladora 
en aquellos casos en que la región intergénica entre los dos genes sea 
inferior a 200 pb, como es en nuestro caso (178 pb), aunque una 
región más larga no descarta una posible relación reguladora (Ahn et 
al., 2012; Cuthbertson & Nodwell, 2013). Teniendo presente esta 
información, hipotetizamos que A0J46_11500 es un regulador que 
podría estar actuando sobre el operón de genes adyacentes 
(A0J46_11495-A0J46_11460) relacionados con la biosíntesis de 
lipopolisacáridos de membrana y de la cápsula bacterianas. 
Consideramos por lo tanto, que la actividad lipolítica tardía 
característica del mutante ΔAVL49::Tn10(3) podría ser debida a causa 
de una deficiencia de crecimiento bacteriano al verse alterada la 
biosíntesis de la membrana y/o de la cápsula por la mutación en su 
regulador transcripcional. 
En base a los resultados obtenidos con la mutagénesis por 
transposición de la cepa lipolítica en tween 80 de P. damselae subsp. 
damselae AVL49, decidimos considerar a Lip80 como la enzima 
candidata a ser la responsable de este fenotipo enzimático. 
 
4.6.2.1. Todas las cepas de P. damselae subsp. damselae con 
actividad lipolítica en tween 80 poseen el gen lip80 
codificado en el cromosoma I 
El primer paso para iniciar un estudio pormenorizado de lip80, 
fue el de establecer si existía una correlación entre la capacidad de 
hidrolizar tween 80 presentada por la mayoría de las cepas de P. 
damselae subsp. damselae, y la presencia del gen lip80 en sus 
genomas. Para ello, amplificamos por PCR la región interna del gen 
lip80 empleando los cebadores diseñados sobre el genoma de la cepa 
LD-07: lipasa_int_F y lipasa_int_R (Fig. IV.58A; Tabla III.4 de 
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Material y Métodos). Mediante este reacción en cadena de la 
polimerasa, pudimos confirmar que todas las cepas que degradaban 
tween 80 poseen el gen lip80 (Fig. IV.58B; Tabla IV.4). Por el 
contrario, las cepas sin dicha capacidad enzimática son negativas para 
la amplificación de dicho gen. 
 
Fig. IV.58: (A) Representación esquemática del contexto genético de lip80 en el 
genoma de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae. Se muestran los 
cebadores y el tamaño esperado del producto de PCR. (B) Electroforesis en gel de 
agarosa (1%) de los productos de PCR obtenidos tras amplificar 49 cepas de P. 
damselae subsp. damselae con los cebadores de lipasa_int_F y lipasa_int_R. La 
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Una vez establecida la correlación entre actividad lipolítica en 
tween 80 y presencia del gen lip80, la siguiente cuestión que 
abordamos fue la de conocer si el contexto genético de dicho gen 
estaba conservado en todas las cepas tween 80 positivas. 
Primeramente, comparamos los contextos genéticos de lip80 en los 
genomas de P. damselae subsp. damselae disponibles. Tal y como 
podemos contemplar en la Fig. IV.59A (números 6 y 7), el operón 
lipolítico constituido por fadL y lip80, está flanqueado por los genes 
codificadores de la subunidad C de la alquil hidroperoxidasa reductasa 
y de la ribonucleasa T. Posteriormente, con el fin de confirmar la 
misma ubicación de lip80 en el resto de las cepas con actividad 
lipolítica, amplificamos mediante PCR la región adyacente a lip80-
fadL mediante el uso de los cebadores mut_lipasa_I_XhoI y
mut_lipasa_4_ SmaI (Fig. IV.59B; Tabla III.4 de Material y 
Métodos). El resultado de dicha PCR reveló que las cepas de P. 
damselae subsp. damselae con capacidad lipolítica en medio tween 
80, presentan en la misma posición de sus cromosomas I, el operón 
lipolítico constituido por el transportador de ácidos grasos de cadena 
larga FadL y la lipasa/esterasa Lip80 (Fig. IV.59C). Dado que los 
genomas de P. damselae subsp. damselae disponibles corresponden a 
cepas lipolíticas en tween 80, decidimos tomar los productos de PCR 
de dos cepas negativas y secuenciarlos. El resultado mostró la 
ausencia del operón fadL-lip80 en cepas negativas para el fenotipo 
tween 80, así como la conservación de los genes adyacentes, 
codificadores de la subunidad C de la alquil hidroperoxidasa reductasa 
y de la ribonucleasa T (Fig. IV.59B).
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Fig. IV.59: (A) Comparación nucleotídica del contexto genético de lip80 en los genomas de P. damselae subsp. damselae 
indicados, realizada mediante el programa MAUVE. (B) Contextos genéticos de las cepas positivas y negativas para la 
hidrólisis de tween 80. Se indican los cebadores y tamaños esperados de los productos de PCR. (C) Electroforesis en gel de 
agarosa (1%) de los productos de PCR obtenidos tras amplificar 49 cepas con los cebadores mut_lipasa_I_XhoI y 
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7 8 9 10 11 12
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7: Ribonucleasa T (EC 3.1.13.-)
8:Proteína flagelar de tipo bomba de sodio MotY
9:Endonucleasa III (EC 4.2.99.18)
10: RnfE del complejo de transporte de electrones
11: RnfG del complejo de transporte de electrones
12: RnfD del complejo de transporte de electrones
1: Aspartato-semialdehído deshidrogenasa (EC 1.2.1.11)
2: Superóxido dismutasa [Fe] (EC 1.15.1.1)
3: Proteína relacionada con glutaredoxina
4: Inhibidor de la terminación de la transcripción YaeO)
5: Permeasa histidina YuiF
6: Alquil hidroperoxidasa reductasa subunidad C
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4.6.2.2. Lip80 muestra homología con lipasas de la familia 
Vibrionaceae, entre otras
La búsqueda de enzimas homólogas a Lip80 (A0J46_06755)
mediante el servidor BLASTP, evidenció su similitud con toda una 
serie de enzimas lipolíticas tales como las lipasas de Photobacterium 
angustum (66% identidad, 99% cobertura), P. leiognathi (66%, 
100%), P. piscicola (57%, 99%), P. toruni (57%, 99%), P. 
phosphoreum (55%, 99%), P. iliopiscarium (57%, 99%), P. aquimaris
(56%, 100%), P. profundum (51%, 100%), P. proteolyticum (51%, 
98%), P. halotolerans (54%, 100%), P. aquae (52%, 100%), P. 
kishitanii (52%, 97%) y P. carnosum (50%, 97%). Asimismo, Lip80 
muestra alta identidad con lipasas de otros miembros de la familia 
Vibrionaceae: Enterovibrio nigricans (54%, 99%), E. norvegicus
(48%, 99%), E. coralii (48%, 99%), E. pacificus (36%, 97%),
Thaumasiovibrio occultus (44%, 99%), Grimontia indica (36%, 99%), 
Thaumasiovibrio subtropicus (35%, 99%), Vibrio casei (34%, 97%),
V. alginolyticus (34%, 99%), V. parahaemolyticus (35%, 99%), V.
aestuarianus (34%, 99%), V. vulnificus (34%, 99%), V. crassostreae
(35%, 99%) y VolA de V. cholerae (33%, 99%), entre otras.
Se realizó además un análisis filogenético empleando los 
homólogos anteriores, incorporando las lipasas Lip y Pla-1 de 
Aeromonas hydrophila (Chuang et al., 1997; Merino et al., 1999). Así, 
como podemos observar en el dendrograma de la Fig. IV.60, las 
enzimas de la familia Vibrionaceae se clasifican perfectamente en un 
conjunto independiente al establecido para las del género Aeromonas
(valores de bootstrap de 100 para cada uno de ellos). En un primer 
examen, podemos vislumbrar dos grupos independientes con valores 
de bootstrap de 100 que albergan principalmente lipasas de especies 
de los géneros Photobacterium y Vibrio. En lo relativo a Lip80 de P. 
damselae subsp. damselae, observamos que dicha enzima agrupa 
perfectamente con el resto de las enzimas de Photobacterium spp., 
estando más próxima desde el punto de vista filogenético a las lipasas 
de P. angustum y P. leiognathi.
Ante las evidencias obtenidas hasta el momento, consideramos a 
la enzima Lip80 como la candidata a ser la responsable de la actividad 
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lipolítica detectada (en tween 80) en la mayoría de los aislados de P. 
damselae subsp. damselae.  
 
 
Fig. IV.60: Comparación de secuencias de aminoácidos que representa la relación 
filogenética de Lip80 de P. damselae subsp. damselae con enzimas relacionadas. El 
árbol filogenético se construyó empleando el método Neighbor-joining (1000 
bootstraps) empleando el programa MEGA 6. En la figura se muestran los números 
de acceso en GenBank. La barra de escala indica el número de sustituciones por 
sitio.  
 
4.6.2.3. Lip80 es la responsable de la actividad lipolítica 
detectada en tween 80 
Con la finalidad de demostrar nuestra hipótesis de que el gen 
lip80 es el responsable de la actividad lipolítica detectada en tween 80 
en el 82% de las cepas de P. damselae subsp. damselae, construimos 
en primer lugar, un mutante por intercambio alélico del gen lip80 
(AVL70) en la cepa AVL49 (∄ pPHDD1). Los cebadores diseñados 
WP 080157933.1 lipasa Photobacterium piscicola
WP 045035787.1 lipasa Photobacterium iliopiscarium
WP 080173478.1 lipasa Photobacterium toruni
WP 065193487.1 lipasa Photobacterium phosphoreum
WP 060998169.1 lipasa Photobacterium aquimaris
lipasa Lip80 Photobacterium damselae subsp. damselae
WP 005368872.1 lipasa Photobacterium angustum
WP 008987564.1 lipasa Photobacterium leiognathi
WP 101768441.1 lipasa Photobacterium carnosum
WP 065173934.1 lipasa Photobacterium kishitanii
WP 027252808.1 lipasa Photobacterium halotolerans
WP 006233055.1 lipasa Photobacterium profundum
WP 047880043.1 lipasa Photobacterium aquae
WP 075764815.1 lipasa Photobacterium proteolyticum
WP 102310611.1 lipasa Enterovibrio norvegicus
WP 078751822.1 proteína desconocida Enterovibrio nigricans
WP 067419938.1 proteína desconocida Enterovibrio coralii
WP 086938110.1 proteína desconocida Thaumasiovibrio occultus
WP 002541105.1 lipasa Grimontia indica
WP 083228285.1 proteína desconocida Enterovibrio pacificus
WP 089110134.1 lipasa Vibrio casei
KOE80690.1 lipasa Vibrio alginolyticus
AIY26244.1 posible triacilglicerol lipasa extracelular Vibrio aestuarianus
WP 040073783.1 lipasa Vibrio cholerae
WP 057622221.1 lipasa Vibrio crassostreae
BAC62202.1 posible lipasa Vibrio parahaemolyticus
WP 080539163.1 lipasa Vibrio vulnificus
AAB52231.1 lipasa extracelular Lip Aeromonas hydrophila
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sobre el genoma de la cepa LD-07 destinados a la construcción del 
mutante AVL70 (LD-07RfR Δlip80) se muestran en la Tabla III.6 (ver 
Material y Métodos). Una vez obtenido dicho mutante, analizamos su 
actividad lipolítica en placas de TSA-1 suplementadas con tween 80 al 
1%. Tras 3 días de incubación a 25 °C, se procedió al visualizado de 
dicha actividad enzimática. 
Como se puede apreciar en la Fig. IV.61, la deleción de lip80 en 
la cepa AVL49 conllevó la pérdida de la capacidad de hidrolizar 
tween 80. Para poder asegurar que el fenotipo observado en el mutante 
AVL70 se debía únicamente a la deleción del gen lip80 y no a efectos 
polares u otras causas, se procedió a complementar la cepa mutante 
con el alelo salvaje. Para ello, se amplificó mediante PCR el operón 
fadL-lip80 junto con su promotor (ver cebadores en Tabla III.7 de 
Material y Métodos) y se clonó en el vector pBBR1-MCS5 (Kovach et 
al., 1995) obteniendo el plásmido pAVL473. Al complementar el 
mutante AVL70 (LD-07RfR Δlip80) con el plásmido pAVL473, se 
restauró el fenotipo lipolítico mostrado por la cepa parental (Fig. 
IV.61). Curiosamente, si bien es cierto que lip80 es el responsable de 
la hidrólisis de tween 80, no lo es en el caso de la degradación de 
tween 20 ya que su deleción no abolió dicha actividad (Fig. IV.61), lo 




Fig. IV.61: Fenotipos lipolíticos en tween 80 y tween 20 de las cepas de P. 
damselae subsp. damselae indicadas. Las flechas negras señalan el halo de 
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En conjunto, estos resultados indican sin lugar a dudas, que la 
actividad lipolítica de los aislados de P. damselae subsp. damselae
detectada en placas de TSA-1 suplementadas con 1% de tween 80, 
depende de la acción de la enzima Lip80. Además, podemos afirmar 
que la actividad lipolítica observada en tween 20 depende de la acción 
de otra enzima diferente a Lip80.
4.6.2.4. Análisis in silico de la lipasa/esterasa Lip80: ¿una 
-hidrolasas?
El gen lip80 consta de un total de 2.394 pb, cuya proteína Lip80 
predicha posee 798 aminoácidos con una masa teórica de 84,65 kDa y 
pI de 4,58 (Stothard, 2000). La predicción de la estructura secundaria 
de Lip80 (35% de cobertura y 100% de confianza) realizada con el 
servidor Phyre2 (Kelley et al., 2015) que emplea como modelo la 
hidrolasa Cthe_0052 de Ruminiclostridium thermocellum (PDB 4S1A) 
(Filippova et al., 2015), reveló que esta enzima exhibe la estructura 
-hidrolasas (estructura central formada por 7 
et al. 1992) (Fig. 
IV.62). El centro activo de este tipo de enzimas tiene tres aminoácidos 
catalíticos cuyas posiciones dentro del plegamiento suelen ser 
conservadas. Los tres aminoácidos que forman la triada catalítica son 
la serina nucleofílica (S), un ácido aspártico (D) o un ácido glutámico, 
y una histidina (H). La serina catalítica está generalmente incluida en 
el pentapéptido conservado G-X-S-X-G (donde X puede ser cualquier 
aminoácido) (Arpigny & Jaeger, 1999). Lip80, como miembro de esta 
clase de hidrolasas, presenta el motivo conservado con la serina 
catalítica en el centro del motivo conservado G-X-S-X-G (Fig. IV.62;
Fig. IV.63B). Debemos destacar que la representación estructural de
Lip80 no retrata toda la molécula, ya que tan solo se representa el 35% 
de su secuencia. Este hecho sugiere el escaso conocimiento de este 
tipo de enzimas lipolíticas.
ANA VENCES LORENZO 
242 
 
Fig. IV.62: Estructura secundaria predicha para Lip80, empleando como molde 
Ruminiclostridium thermocellum (PDB 4S1A) mediante el servidor Phyre2 y editado 
con Chimera. En naranja se señalan las hélice-α y en violeta las lámina-β. La serina 
nucleotílica del dominio conservado G-X-S-X-G está resaltada en amarillo.  
 
El análisis in silico de los dominios proteicos de Lip80 mediante 
Pfam, reveló la presencia de un dominio que ocupa las posiciones 1 a 
266, caracterizado por primera vez en la lipasa Lip de Aeromonas 
hydrophila (Chuang et al., 1997) denominado 
“Lipase_bact_N_lipase” (Pfam: PF12262). Se considera que este 
dominio se localiza en el extremo N-terminal, presentando además, 
regiones potenciales para la señalización celular (Finn et al., 2016). 
Por otro lado, la base de datos Pfam establece como enzima de 
arquitectura de dominios semejante a Lip80 a la lisofosfolipasa A 
VolA de V. cholerae (Pride et al., 2013). Este hallazgo tampoco nos 
resulta extraño dado que VolA es una de las enzimas homólogas 
presentada por BLAST (Fig. IV.60). Según las investigaciones de 
Pride et al. (2013), la lipasa VolA forma parte de un operón que se co-
transcribe conjuntamente junto con el transportador de ácidos grasos 
de cadena larga FadL. Además, este operón lipolítico no solo es 
exclusivo de V. cholerae, si no que está presente en especies 
lipolíticas tales como V. alginolyticus, V. harveyi, V. 
parahaemolyticus o V. vulnificus (Fig. IV.63A). Curiosamente, las 
lipasas de estos operones de Vibrio spp. se corresponden con las 
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enzimas homólogas de la sección 4.6.2.2 (Fig. IV.60). Del mismo 
modo, Lip80 de P. damselae subsp. damselae, parece formar parte 
junto con el transportador FadL de la misma unidad genética funcional 
(Fig. IV.63A). Además, P. damselae subsp. damselae, al igual que las 
especies de Vibrio spp. analizadas, posee otros dos genes homólogos 
al transportador FadL en su genoma (Fig. IV.63A). Según la hipótesis 
establecida para la lipasa VolA de V. cholerae, el transportador de 
membrana externa FadL sería el encargado de interiorizar hasta el 
periplasma los ácidos grasos liberados tras la acción de la enzima, los 
cuales, tras un proceso desconocido, llegarían al citoplasma celular 
donde serían convertidos en acil-CoA por FadD, ligasa de ácidos 
grasos de cadena larga y CoA (homólogo en P. damselae subsp.
damselae: A0J46_01675). Finalmente, los ácidos grasos activados 
pueden utilizarse para la biosíntesis de fosfolípidos o como fuente de 
carbono para la célula (Pride et al., 2013).




Fig. IV.63: (A) Organización genómica de los transportadores FadL y Lip80 en la 
cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae, y sus homólogos en otras especies del 
género Vibrio (Imagen tomada de Pride et al., 2013). (B) Secciones de los 
alineamientos proteicos de Lip80 de P. damselae subsp. damselae con Lip de 
Aeromonas hydrophila, VolA de V. cholerae, y las lipasas de V. vulnificus, V. 
parahaemolyticus y V. alginolyticus. En recuadro azul se indican los dos motivos 
conservados de la familia “Lipase_bact_N_lipase”. En recuadro rojo se señala el 
motivo G-X-S-X-G típico de la mayoría de las α/β-hidrolasas. El alineamiento 




P. damselae subsp. damselae
FadL1 VolA FadL2 FadL3
(A)
(B)
Lip_Aeromonas hydrophila 503 GWPMP------RAI-------GTAGSLKVHFLGHSLGASRGPTCW 534
Lip80_Pdd 518 GKIFAQMAQDPESIARLGVLKRLNPTMGVNFVGHSLGAITGVDVA 562
lipasa_V. vulnificus 547 VISAKGG--LLASSPLSGF--NPAAGSKVRMLGHSLGGIVGTSAV 583
lipasa_V. parahaemolyticus 538 VVSAQGG--LLAGGPLQGF--NPMTGSQVKMLGHSLGGIVGTSAV 578
VolA_V. cholerae 523 TLSQP----LFTGTRLSGI--NVGTGSKVRMLGHSLGGIVGTSAI 561
lipasa_V. alginolyticus 533 NYSRE----IKESLKNSMLESTDAIANPPRFLGHSLGGVVGVPAV 573
.     .::*****.  *   
Lip_Aeromonas hydrophila 47 LAARATDGTLKFSTET---ADLSNPVSALSTLDGWSTTQAIQIVPV 103
Lip80_Pdd 64 LAMDQQDGTLSVESSAVDPTNLGDPLVAMGETDGWSTSQPIQINFT 123
lipasa_V. vulnificus 65 VLMDTTDGTLGIPTNGD--DALTNPRAAMNTMDGWSTSMPIVLPFE 122
lipasa_V. parahaemolyticus 65 LLMDTSDGTLGLPTNGD--DALTNPRASMNTMDGWSTSMPIVLNFN 122
VolA_V. cholerae 65 ALMNAKDGTLEIPPGSN--TSGSNPLVAMGQVDGWPITMPLFLDFK 122
lipasa_V. alginolyticus 64 ALMNASDGTLEIPTGGN--DALTNPIAAMGTMDGWSTSMPLIMNFE 121
**** .           :*  ::.  ***  :  : :   
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Tomando las secuencias proteicas de Lip80, de sus homólogos en 
Vibrio spp. y de Lip de Aeromonas hydrophila (enzima de referencia 
del dominio “Lipase_bact_N_lipase”), llevamos a cabo un 
alineamiento de las mismas mediante el servidor Clustal Omega. Tal y 
como ya hemos mencionado, al igual que la mayoría de las enzimas 
-hidrolasas, Lip80 presenta la serina catalítica 
conservada dentro del motivo típico G-X-S-X-G (Ollis et al., 1992)
(Fig. IV.63B). Asimismo, como miembro de la familia 
“Lipase_bact_N_lipase”, Lip80 muestra los dos motivos conservados 
en la misma: DGT y DGWST (Chuang et al., 1997), al igual que el 
resto de sus homólogos (Fig. IV.63B).
Por último, las enzimas lipolíticas se clasifican en base a las 
secuencias aminoacídicas y a sus propiedades biológicas. La 
clasificación más aceptada es la realizada por Arpigny & Jaeger 
(1999), que incluye un total de ocho familias. Entre ellas nos topamos 
con la familia II, también conocida como familia GDSL, en la que 
habíamos incluido a la fosfolipasa PlpV caracterizada en el capítulo 
4.4 de Resultados y Discusión. Según estos autores, solo los miembros 
de la familia I podrían considerarse como lipasas verdaderas, es decir, 
enzimas capaces de hidrolizar triglicéridos. Valiéndonos de las 
enzimas lipolíticas clasificadas en la revisión llevada a cabo por 
Ramnath et al. (2017) como referencia, así como las lipasas 
homólogas de Vibrio spp. y Lip80 como muestras, llevamos a cabo un 
análisis filogenético con la esperanza de poder catalogarlas en alguna 
de las familias establecidas. El árbol filogenético obtenido presenta 
ramas principales poco robustas con valores de bootstrap bajos, lo que 
refleja la gran diversidad de enzimas lipolíticas. Como se puede 
apreciar en la Fig. IV.64, la enzima Lip80 y sus homólogas del género 
Vibrio no se agruparon en ninguna de las familias lipolíticas 
establecidas. 
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Fig. IV.64: Árbol filogenético desenraizado de enzimas lipolíticas clasificadas según 
los criterios establecidos por Arpigny & Jaeger (1999). Análisis in silico construido 
empleando el método Neighbor-joining (1000 bootstraps) por el programa MEGA 6. 
En la figura se muestran los números de acceso en GenBank de las proteínas. La 
barra de escala indica el número de sustituciones por sitio.
Lipasa_Vibrio parahaemolyticus (WP_005462325.1) familia I.1
Lipasa_Vibrio vulnificus (AAQ04476.1) familia I.1
Lipasa LipA/HlyC_Vibrio cholerae (VC_A0221) familia I.1
Lipasa_Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila (WP_011704485.1) familia I.1
Lipasa LipA_Pseudomonas fluorescens (AAC15585.1) familia I.1
Lipasa_Proteus vulgaris (AAB01071.1) familia I.1
Lipasa LipS_Pseudomonas fragi (WP_016781240.1) familia I.1 
Lipasa Lip_Burkholderia cepacia (AAA50466.1) familia I.2 
Lipasa Lip_Burkholderia glumae (CAA49812.1) familia I.2 
Lipasa_Geobacillus stearothermophilus (AAC12257.1) familia I.5
Lipasa_Geobacillus thermocatenulatus (CAA64621.1) familia I.5
Lipasa gehD_Staphylococcus epidermidis (AAC67547.1) familia I.6 
Lipasa Lip2_Staphylococcus aureus (AAA26633.1) familia I.6
Esterasa EstA_Pseudomonas aeruginosa (AAB61674.1)
Esterasa EstA_Salmonella typhimurium (AAB61674.1)
Lipasa Lip1_Photorhabdus luminescens (CAA47020.1)
Lipasa_Aeromonas hydrophila (CAA30260.1)




Fosfolipasa VHH_Vibrio harveyi (AAG25957.1)
Fosfolipasa LDH_Vibrio parahaemolyticus (BAA25328.1)
Fosfolipasa TLH_Vibrio alginolyticus (KOE82195.1)
Fosfolipas PlA_Vibrio anguillarum (AAY26144.2)
Fosfolipasa PlpA2_Vibrio vulnificus (BAC96329.1)
Fosfolipasa VMP_Vibrio mimicus (AAC63951.1)
Fosfolipasa Lec_Vibrio cholerae (AAA92960.1)
Lipasa Lip3_Moraxella sp. (CAA37863.1) Familia V
Lipasa LipA_Rickettsia prowazekii (CAA72454.1) Familia VI
Esterasa_Arthrobacter globiformis (AAA99492.1)
Esterasa EstA_Paenarthrobacter aurescens (ABM08466.1)
Esterasa EstA_Streptomyces anulatus (CAA78842.1) 






Lipasa Lip80_Photobacterium damselae subsp. damselae
Lipasa_Vibrio campbellii (ABU73712.1)
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Fig. IV.64 (Cont.): Árbol filogenético desenraizado de enzimas lipolíticas 
clasificadas según los criterios establecidos por Arpigny & Jaeger (1999). Análisis in 
silico construido empleando el método Neighbor-joining (1000 bootstraps) por el 
programa MEGA 6. En la figura se muestran los números de acceso en GenBank de 
las proteínas. La barra de escala indica el número de sustituciones por sitio. (Pdd)
P. damselae subsp. damselae; (Pdp) P. damselae subsp. piscicida.
Es más, la clasificación original de 8 familias ha ido aumentando 
con el paso del tiempo. Por un lado, la familia I se ha llegado a 
subdividir en un total de 7 subfamilias (Jaeger & Eggert, 2002), y 
hasta un total de 16 familias se han ido creando. La familia IX sería 
introducida por Handrick et al. (2001), la familia X por Levisson et al.
(2007) y Bassegoda et al. (2012), la familia XI por Lee et al. (2006), 
la familia XII por Kim et al. (2009b), la familia XIII por Ewis et al.
(2004) y Liu et al. (2004). La familia XIV sería creada por Rao et al.
(2011), la familia XV por Bayer et al. (2010) y Lee et al. (2010), y por 
último la familia XVI por Fu et al. (2013). Teniendo en cuenta estos 
avances, volvimos a realizar un árbol filogenético entre Lip80 y sus 
homólogas pero esta vez con los miembros de estas nuevas familias. 
Tal y como podemos observar en la Fig. IV.65, Lip80, al igual que sus 
homólogas, no se agrupa con ninguna de las familias recientes. Al 
-hidrolasas 
ESTHER, tampoco es capaz de incorporar a la familia
Lipasa/esterasa_Burkholderia lata (ABB08792.1)
Lipasa_Cupriavidus necator (AAC41424.1)
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Carboxilesterasa EstB_Pseudomonas fluorescens (AAC60403.1)
Hidrolasa_Enterobacter sp. (ABP61420.1)
Hidrolasa YeiG_Salmonella typhimurium (AAL21098.2)
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Lipasa Lip_Streptomyces albus (AAA53485)
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“Lipase_bact_N_lipase” en la clasificación de Arpigny y Jaeger 
(Lenfant et al., 2013).
Fig. IV.65: Árbol filogenético desenraizado de enzimas lipolíticas pertenecientes a 
las nuevas familias de -hidrolasas. Análisis in silico construido empleando el 
método Neighbor-joining (1000 bootstraps) por el programa MEGA 6. En la figura se 
muestran los números de acceso en GenBank de las proteínas. La barra de escala 
indica el número de sustituciones por sitio.
En base a estos datos, podemos decir que tal vez estemos ante la 
presencia de una nueva familia de enzimas lipolíticas, hecho no tan 
extraño teniendo en cuenta que varios autores ya han sugerido la 
presencia de nuevas familias de enzimas lipolíticas (Lee et al., 2006; 
Kang et al. 2011). Las enzimas hidrolíticas están muy extendidas en 
organismos eucariotas y procariotas, y cumplen una enorme variedad 
de funciones. No es de extrañar que la conservación de los residuos 
catalíticos se pueda encontrar a lo largo de las familias de enzimas 
lipolíticas entre diferentes especies evolutivas, probablemente porque 
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Esterasa EstD_Thermotoga maritima (AAD35423.1) 
Proteína desconocida_Bacteroides fragilis (06543.1) 
Poli(3-hidroxibutirato)depolimerasa D_Paucimonas lemoignei (AAB48166.1)
Esterasa Est97_bacteria desconocida (AFP50148.1)
Lipasa LipG _bacteria desconocida (ABE69172.1)
Proteína desconocida_Photobacterium profundum (CAG19796.1)
Lipase_Colwellia psychrerythraea (AAZ27340.1)
Lipasa LipEH166_bacteria desconocida (ACB11220.1)
Lipasa_bacteria desconocida
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parecerse unos a otros. A fecha de hoy, no hay un ejemplo en el que 
una familia de enzimas se pueda asignar solo a una especie (Bender & 
Flieger, 2010). Sin embargo, hay indicios de una correlación entre las
bacterias patógenas y el número de enzimas hidrolíticas en relación 
con la virulencia bacteriana (Banerji y Flieger, 2004).
 
4.6.2.5. Lip80, posible lipoproteína anclada en la membrana 
externa
Rosenau y Jaeger (2000) recopilaron los tres modos de secreción 
de enzimas lipolíticas en Gram negativos. Así por ejemplo, las lipasas 
de Pseudomonas fluorescens y Serratia marcescens se secretan a 
través del SSTI (dependiente de los transportadores ABC), mientras 
que las lipasas de Pseudomonas aeruginosa o Bacillus glumae lo 
hacen empleando el SSTII (dependiente de Sec/Tat). Incluso se ha 
demostrado que la esterasa EstA de Pseudomonas aeruginosa se 
secreta a través de su propio dominio C-terminal autotransportador. Si 
bien solo hemos incluido un número bajo de ejemplos de enzimas 
lipolíticas secretadas, varios son los trabajos que se han centrado en 
este tema, especialmente en las enzimas de bacterias patógenas para 
humanos. Dado que la actividad lipolítica de P. damselae subsp.
damselae ha sido detectada en los productos extracelulares por varios 
estudios (Fouz et al., 1993; Labella et al., 2010a), y la predicción de 
un péptido señal mediante SignalP nos muestra una secuencia con las 
características de enzimas secretadas dependientes del sistema Sec, 
decidimos considerar en un principio a Lip80 como una enzima 
extracelular. 
Curiosamente, al estudiar la bibliografía acerca de las lipasas Lip 
y Pla-1 de Aeromonas hydrophila y VolA de V. cholerae, nos llamó 
poderosamente la atención su identificación como lipoproteínas de 
membrana externa, no solo desde un punto de vista teórico si no 
también experimental (Pride et al. 2013, Chuang et al., 1997). Las 
lipoproteínas bacterianas ancladas a la membrana celular juegan un 
papel fundamental tanto en la fisiología bacteriana (división celular, 
conjugación, adquisición de nutrientes, transducción de señales, etc) 
como en la virulencia (adhesión, colonización, invasión, evasión al 
sistema inmune del hospedador) (Zückert, 2014). Si bien es cierto que 
son escasos los ejemplos de lipoproteínas que se secretan a través de 
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la membrana externa y que permanezcan ancladas en la superficie 
bacteriana, podemos citar algunas de ellas en bacterias patógenas: la 
fosfolipasa VolA de V. cholerae (Pride et al., 2013), la lipoproteína 
Lpp de E. coli (Konovalova & Silhavy, 2015), la pululanasa PulA de 
Klebsiella oxytoca, las proteínas transportadoras de hierro LbpB y 
TbpB de Neisseria gonorrhoeae, la proteasa NalP de Neisseria
meningitidis o la lipoproteína OspA de la espiroqueta Borrelia
burgdorferi, entre otras (Zückert, 2014). 
Una de las características de las lipoproteínas de bacterias Gram 
negativas es que la escisión de su péptido señal es llevada a cabo en el 
periplasma por una peptidasa señal de tipo II (Zückert, 2014). El 
servidor informático LipoP 1.0 (Juncker et al., 2003) es capaz de 
predecir el péptido señal para esta peptidasa II. Al igual que sucede 
con las lipasas VolA de V. cholerae (Pride et al., 2013) y Lip de 
Aeromonas hydrophila (Chuang et al., 1997), Lip80 presenta un 
péptido señal de lipoproteína de 18 aminoácidos, por lo que 
podríamos considerarla como una lipoproteína con actividad lipolítica
(Fig. IV.66). 
 
Fig. IV.66: Péptido señal característico de las lipoproteínas predicho para las 
lipasas VolA de V. cholerae, Lip de A. hydrophila y Lip80 de P. damselae subsp. 
damselae mediante Lipo 1.0. En subrayado se indica el péptido señal. El triángulo 
señala el punto de corte de la peptidasa de tipo II. En negrita se indica la posición 
+2 posterior al punto de corte. 
Por otro lado, las lipoproteínas en Gram negativas están 
localizadas en la membrana interna o membrana externa dependiendo 
del tipo de señal que porten. Más concretamente, algunas 
lipoproteínas se anclan a la capa interna de fosfolípidos de la 
membrana externa, dejando la mitad de su estructura hacia el 
periplasma (Narita & Tokudo, 2017), mientras que otras, en cambio,
abarcan toda la membrana externa exponiendo la mitad de su 
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(Konovalova & Silhavy, 2015). En casos como los de VolA y PulA, 
se anclan a la capa externa de fosfolípidos de la membrana externa 
(Zückert, 2014; Pride et al., 2013). En este orden de ideas, la 
presencia del aminoácido aspartato (D) en la posición +2 después del 
punto de corte de la peptidasa señal II es clave para el anclaje de las 
lipoproteínas en la membrana interna. Por el contrario, la presencia de 
un aminoácido distinto a D lo es para su anclaje en la membrana 
externa (Yamaguchi et al. 1988; Yakushi et al., 1997; Okuda & 
Tokuda, 2011). Al igual que VolA y Lip, la enzima Lip80 presenta un 
residuo diferente al aspartato en la posición +2 después del sitio de 
escisión del péptido señal (Fig. IV.66) y, basándose en las reglas que 
rigen la clasificación y localización de las lipoproteínas, la 
lipoproteína debería estar localizada en la membrana externa.
Apoyando la hipótesis de que Lip80 es una lipoproteína con 
actividad lipolítica anclada a la membrana, la detección de dicha 
actividad de los productos extracelulares de la cepa LD-07 de P. 
damselae subsp. damselae en placas de TSA-1 suplementadas con 
Tween-80 al 1%, resultó infructuosa. Por otro lado, el hecho de que 
Lip80, al igual que VolA (Pride et al., 2014), pueda expresarse 
adecuadamente en la cepa S17-1- pir de E. coli portadora de lip80
(pAVL473) (Fig. IV.61), combinado con los recientes 
descubrimientos de que Lpp de E. coli y VolA de V. cholerae están 
expuestas a la superficie (Cowles et al., 2011; Pride et al., 2013), 
indica que tanto E. coli como V. cholerae y P. damselae subsp. 
damselae, expresan la maquinaria requerida para transportar 
lipoproteínas a la superficie externa, y por lo tanto, podrían exportar 
Lip80.
4.6.2.6. La mutación del gen codificante de Lip80 no causa 
una detectable disminución de la virulencia para 
lubina de cepas de P. damselae subsp. damselae
carentes de pPHDD1
Tal y como ya se ha comentado en la introducción, las enzimas 
lipolíticas son consideradas como factores de virulencia en una amplio 
rango de bacterias patógenas, ya que favorecen la diseminación y 
adhesión bacterianas en los tejidos del hospedador, así como el escape 
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del sistema inmune, entre otros roles (Fig. I.15, de Introducción). Si 
bien es cierto que no hemos hallado trabajos que relacionen la 
patogenicidad con enzimas lipolíticas semejantes a Lip80, numerosas 
lipasas verdaderas (familia I) han sido relacionadas con la 
patogenicidad. De ese modo, relacionan la capacidad de la lipasa 
LipA/HlyC de V. cholerae de descomponer la capa de moco que 
protege el epitelio intestinal, con una mejora en la capacidad de 
colonización de ratones (Fiore et al., 1997). Con el propósito de 
conocer la posible contribución de la enzima lipolítica Lip80 en la 
capacidad patogénica de la cepa AVL49 carente de pPHDD1, se 
infectaron un total de 10 lubinas con el mutante para lip80 (AVL70), y 
se compararon estos resultados con los porcentajes de supervivientes 
infectados con la cepa parental (AVL49). Al igual que en el resto de 
los ensayos de virulencia, los peces fueron aclimatados a 24 °C antes 
de realizar el desafío por vía intraperitoneal de suspensiones 
bacterianas en solución salina (NaCl al 0,85%), empleando una dosis 
de 2,5 x 106 UFC/pez. Además, la mortalidad de los peces se registró 
diariamente durante 8 días post-inoculación, sembrando en TSA-1 y 
TCBS los riñones de peces muertos y confirmando las colonias 
obtenidas mediante la amplificación del gen ureC (Osorio et al., 
2000b). 
 
Fig. IV.67: Supervivencia (%) de lubinas tras inoculación intraperitoneal con la 
dosis de 2,5 x 106UFC/pez de las cepas de P. damselae subsp. damselae (∄ pPHDD1) 
AVL49 y el mutante simple AVL70 (Δlip80). Empleamos como control peces 




























4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
253 
Tras ocho días avanzados después del desafío con las diferentes 
cepas, pudimos observar que tanto la cepa salvaje AVL49 como el 
lip80), causaron la muerte del 80% de las 
lubinas infectadas (Fig. IV.67). A la vista de estos datos, podemos 
afirmar que la mutación de lip80 no causa una detectable disminución 
de la virulencia para lubina, en la cepa AVL49 de P. damselae subsp. 
damselae no portadora del plásmido pPHDD1. Si bien el presente 
trabajo se ha enfocado únicamente en el estudio del rol de Lip80 en la 
virulencia tras inoculación intraperitoneal, sería interesante analizar su 
participación en otro tipo de procesos, dado que, por ejemplo, se ha 
llegado a sugerir que la lipasa homóloga VolA de V. cholerae podría 
favorecer la adaptación y supervivencia del organismo en ambientes 
diferentes (Pride et al., 2014). 
4.6.3.Búsqueda del gen responsable de la capacidad de 
hidrolizar tween 20
Dado que las cepas de P. damselae subsp. damselae, sean 
portadoras o no de lip80, y los mutantes por deleción AVL70 y por 
transposición AVL49::Tn10(1) y AVL49::Tn10(3) muestran todos 
ellos actividad lipolítica en tween 20 (Fig. IV.68A), decidimos volver 
a obtener mutantes por transposición con mini-Tn10, con el objetivo 
esta vez, de localizar el gen responsable de tal actividad enzimática. 
En esta ocasión, realizamos la transposición no solo en la cepa salvaje 
lip80).
Una vez se obtuvo la librería de mutantes por transposición en las 
cepas AVL49 y AVL70, analizamos aproximadamente 2.500 clones 
de cada librería en placas de TSA-1 suplementadas al 1% con tween 
20 (Sigma). Aquellos mutantes Tn10 que mostraron cambios en el 
halo de precipitación en placa fueron candidatos a contener 
inserciones en genes relacionados con la actividad lipolítica en tween 
20. Tras incubación a 25°C durante 72 horas, no hallamos ningún 
mutante sin actividad lipolítica en tween 20. En contraposición, 
encontramos dos mutantes con fenotipos lipolíticos interesantes: 
10 10(1). El mutante por transposición
10(4) atrajo nuestro interés debido a 
su dificultad de crecimiento en TSA-1 y bajo halo de precipitado 
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lipolítico (Fig. IV.68B). Teniendo presente la Fig. IV.68A, la cepa 
parental AVL49 genera un halo de degradación de 2,7 cm de 
diámetro, mientras que el de ΔAVL49::Tn10(4) es de 1,5 cm. Con 
respecto al mutante ΔAVL70::Tn10(1), nos interesó la aparición tardía 
del precipitado lipolítico a pesar de presentar un crecimiento 
aparentemente normal (Fig. IV.68A).  
 
Fig. IV.68: (A) Actividades lipolíticas en tween 20 de las cepas de P. damselae 
subsp. damselae indicadas, tras 3 días de incubación a 25 °C. (B) Mutante 
ΔAVL49::Tn10(4) de P. damselae subsp. damselae con deficiencia en actividad 
lipolítica en tween 20 obtenido tras la transposición con mini-Tn10 de la cepa 
AVL49. (C) Representación esquemática del gen para el regulador LuxO truncado 
por el transposón mini-Tn10 en el mutante ΔAVL70::Tn10(1).  
 
El siguiente paso a seguir fue el de averiguar qué genes estaban 
inactivados por la inserción del transposón mini-Tn10 en los mutantes 
ΔAVL49::Tn10(4), y ΔAVL70::Tn10(1). Para ello, mediante 
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mini-Tn10 en los dos mutantes, y se determinó su localización en el 
genoma de la cepa LD-07. Con respecto al mutante 
10(4), los numerosos intentos de localizar el punto de 
inserción del transposón resultaron fallidos, sin que podamos dar una 
10(1), 
curiosamente el transposón truncó el gen regulador luxO
(A0J46_06825) involucrado en el quorum-sensing en Vibrio spp. (Fig. 
IV.68C). Tal y como podemos observar en la Fig. IV.68C, LuxO 
forma parte de un operón junto con LuxU. LuxU es una quinasa que 
ante determinados estímulos (por ejemplo, baja densidad celular) se 
fosforila y seguidamente transfiere el grupo fosfato al regulador 
respuesta LuxO, el cual activará la transcripción de pequeños ARN 
reguladores que actúan sobre el regulador LuxR (Ball et al., 2017). Es 
sabido que LuxO actúa como regulador de la luminiscencia en V. 
harveyi (Lilley and Bassler, 2000) y la formación de biofilm en 
Aliivibrio fischeri (Ray & Visick, 2012), pero tal vez, lo que más nos 
llame la atención es que la expresión de numerosas enzimas 
metabólicas está regulada por homólogos a LuxR, lo que sugiere un 
rol regulador del metabolismo por parte de quorum-sensing (Ball et 
al., 2017). Así por ejemplo, la red de quorum-sensing de V. 
parahaemolyticus reprime un total de 64 genes asociados con el 
transporte y metabolismo de aminoácidos, carbohidratos y lípidos 
(Kalburge et al., 2017). En base a esta información, no es de extrañar 
que la mutación en luxO conlleve a una desregulación del 
10(1).
A pesar de nuestros reiterados intentos por encontrar mutantes 
por transposición deficientes en hidrólisis de tween 20, llevados a 
cabo en dos ocasiones con construcción y screening de sendas 
librerías de mutantes, y empleando como sustratos para la mutagénesis 
lip80), no hemos podido 
alcanzar el objetivo de localizar el gen responsable de la actividad 
lipolítica en tween 20 de P. damselae subsp. damselae. Por ello, 
realizamos una búsqueda de posibles lipasas/esterasas en el genoma 
de LD-07. Como resultado, hallamos la ORF A0J46_08280 anotada 
por el servidor RAST como lipasa/esterasa (Fig. IV.69). La base de 
datos ESTHER clasifica a esta enzima como una enzima lipolítica de 
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la familia IV, esterasas denominadas también como HSL por su 
similitud con las lipasas sensibles a hormonas descritas en mamíferos 
(Hemilä et al., 1994). 
Como era de esperar, A0J46_08280 muestra altos valores de 
similitud con α/β hidrolasas de Photobacterium proteolyticum (69% 
identidad, 91% de cobertura), P. profundum (67%, 93%) P. aquae 
91%, 65%), P. marinum (91%, 68%), P. jeanii (69%, 90%), P. 
sanguinicancri (67%, 91%), P. swingsii (67%, 91%), P. ganghwense 
(65%, 91%), P. gaetbulicola (65%, 91%) o de Ferrimonas spp. con 
valores de identidad del 90% y cobertura del 45%. También destaca la 
homología con la acetilesterasa/lipasa de Vibrio hangzhouensis (55% 
identidad, 89% cobertura). Además, esta posible enzima lipolítica no 
solo está presente en el genoma de LD-07, sino también en las cepas 
con actividad en tween 20 CIP 102761 (VDA_002140), RM-71 
(A0J47_05040) y A-162 (A9D46_03660). En trabajos futuros sería 
interesante mutar por deleción este gen y visualizar su fenotipo en 
tween 20. 
 
Fig. IV.69: Contexto genético de la posible lipasa/esterasa A0J46_08280 de la cepa 
LD-07 de P. damselae subsp. damselae. 
 
4.6.4. Detección de la actividad lipolítica en P. damselae subsp. 
damselae mediante API ZYM: ¿es Lip80 una esterasa? 
Atendiendo a la bibliografía, se podría decir que las enzimas 
lipolíticas se dividen en dos grandes grupos: las lipasas verdaderas y 
las esterasas o carboxilesterasas (Akoh et al., 2004). Si bien a lo largo 
de este capítulo de resultados, e incluso en la literatura o en las 
anotaciones de los genomas, se ha utilizado indistintamente la 
nomenclatura lipasa a pesar de la posibilidad de estar frente a una 
esterasa, lo cierto es que este tipo de enzimas lipolíticas son 
diferentes. Entre otro tipo de características reflejadas en la Tabla 
IV.10, una de las diferencias distintivas entre lipasas y esterasas es la 
A0J46_08280
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especificidad de sustrato. Las lipasas (EC 3.1.1.3) son específicas para 
las esterasas (EC 3.1.1.1) lo son para acilgliceroles de cadena corta (< 
10 átomos de carbono) y otros ésteres sencillos (Arpigny & Jaeger, 
1999). A pesar de esta clasificación tan establecida, la realidad es 
mucho más complicada. Así por ejemplo, Plou et al. (1998)
demostraron que tween 80, portador de ácido oleico, ácido graso 
monoinsaturado de 18 átomos de carbono, es un sustrato idóneo tanto 
para la detección de lipasas bacterianas como de esterasas bacterianas.
Asimismo, Jensen (1983), evidenciaron que los tweens pueden ser 
hidrolizados por esterasas, dando como resultado falsos positivos para 
las lipasas.
Tabla IV.10: Diferencias generales entre lipasas y esterasas. Información 
procedente de Bornscheuer (2002).
Propiedad Lipasas(EC 3.1.1.3) 
Esterasas
(EC 3.1.1.1) 
Sustrato Triglicéridos Ésteres simples
Activación interfacial Sí No
Sustrato hidrofóbico Alta Alta o baja
Enantioselectividad Generalmente alta Alta o baja
Estabilidad en disolventes Alta Alta o baja
Con respecto a la capacidad lipolítica de P. damselae subsp. 
damselae, los estudios realizados hasta el momento no nos han 
permitido saber si la hidrólisis de tween 80 observada en la mayoría 
de los aislados, es debida a la acción de una lipasa o de una esterasa, 
dado que, como acabamos de comentar, este medio es apto para la 
detección de ambas capacidades enzimáticas. Si bien es cierto que de 
manera rutinaria se emplean los medios tween para detectar la 
actividad lipolítica en un microorganismo, otro método de detección 
de actividad lipolítica que se ha empleado a la hora de caracterizar 
aislados de P. damselae subsp. damselae, es el sistema miniaturizado 
de detección enzimática API ZYM (Humble et al., 1977). El API 
ZYM es un método semicuantitativo de determinación de actividades 
enzimáticas con 20 cúpulas que contienen un sustrato enzimático con 
un tampón. Una de las ventajas que nos aporta este micrométodo para 
el estudio de la actividad lipolítica de P. damselae subsp. damselae, es 
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la de permitirnos testar la presencia de enzimas con actividades 
lipolíticas diferentes: esterasas, lipasas-esterasas (la mayoría de las 
lipasas son perfectamente capaces de hidrolizar los sustratos de las 
esterasas) y lipasas. El fundamento se basa en la presencia de sustratos 
con diferente número de átomos de carbono, una de las características 
definitorias de las enzimas lipolíticas. De ese modo, se nombran 
como: i) esterasa, cuando sea capaz de hidrolizar el 2-naftil butirato 
(C4) portado en el pocillo; ii) esterasa o lipasa, cuando hidrolice 2-
naftil-caprilato (C8); y iii) lipasa, cuando emplee 2-naftil-miristato 
(C14). Destacamos que todos estos sustratos son ácidos grasos 
saturados.
Tal y como podemos observar en la Fig. IV.70, la cepa salvaje 
AVL49 (tween 80 y tween 20 positiva), es capaz de hidrolizar 2-naftil 
butirato (C4) y 2-naftil-caprilato (C8), es decir, sintetiza una o varias 
esterasas. Por el contrario no hidroliza 2-naftil-miristato, ácido graso 
de 14 átomos de carbono, y por lo tanto, no presenta actividad lipasa. 
A este respecto, y al igual que nuestros resultados, Fouz et al. (1993) 
detectaron en sus aislados de P. damselae subsp. damselae actividad 
esterasa pero no actividad lipasa. Asimismo, este patrón de resultados 
también se repetiría en las cepas caracterizadas por Labella et al.
(2006), Khouadja et al. (2014) y Sharma et al. (2017). En 
contraposición, Labella et al. (2010a) detectaron cepas con actividad 
lipasa pero con valores de hidrólisis de sustrato bajos (< 5 nmoles de 
sustrato hidrolizado). Valiéndonos de esta información, decidimos a 
continuación realizar una comparativa de estas actividades lipolíticas 
detectadas por API ZYM de las cepas AVL69, AVL70 ( lip80), 
AVL49::Tn10(1) ( fadL-lip80) y AVL49::Tn10(4) (gen 
desconocido). De ese modo, como podemos apreciar en la Fig. IV.70,
el mutante por deleción AVL70 muestra, en comparación a la cepa 
parental AVL49, una menor cantidad de sustrato hidrolizado en lo 
relativo a las actividades esterasa y esterasa-lipasa. Con respecto al 
mutante por transposición del operón fadL-lip80 (AVL49::Tn10(1)), 
vemos una pequeña disminución en sus actividades esterasa y 
esterasa-lipasa, relativamente semejante a la mostrada por AVL70. 
Curiosamente, el mutante desconocido AVL49::Tn10(4) ha perdido la 
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capacidad esterasa y muestra una actividad esterasa-lipasa muy baja. 
Como era de esperar, ninguno de ellos exhibe actividad lipasa. 
En conjunto, estos resultados nos sugieren que la enzima lipolítica 
Lip80 responsable de la hidrólisis de tween 80 en P. damselae subsp. 
damselae, podría ser una esterasa. Asimismo, dado que P. damselae 
subsp. damselae parece carecer de actividad lipasa (o al menos, la 
incapacidad para hidrolizar un ácido graso de C14), y de que el 
mutante AVL70 todavía sigue reflejando actividad esterasa, 
consideramos la existencia de otra esterasa cuya actividad se ve 
reflejada en la hidrólisis de tween 20. Futuros estudios enzimáticos 
con el uso de sustratos específicos para esterasas, como el p-nitrofenil 
acetato, serán necesarios para afirmar la clasificación de la enzima 




Fig. IV.70: Resultados de los API ZYM de las cepas de P. damselae subsp. damselae 
indicadas. (A) Fotografías de las tiras de API ZYM. (B) Tabla con resultados 
cuantitativos de API ZYM. E En los recuadros rojos se señalan las enzimas lipolíticas 
analizadas. (0) reacción negativa; (1) 5 nmoles; (2) 10 nmoles; (3) 20 nmoles; (4) 30 










pocillo  Enzima estudiada  Sustrato hidrolizado  
Resultados 





1 Control -  0 0 0 0                                                                                                                                                                                            
2 Fosfatasa alcalina 2-naftil fosfato  5 5 5 5 
3 Esterasa (C4) 2-naftil butirato (C4)  3 1 1 0 
4 Esterasa lipasa (C8)  2-naftil-caprilato (C8)  4 1 2 1 
5 Lipasa (C14)  2-naftil-miristato (C14)  0 0 0 0 
6 Leucina arilamidasa  L-leucil-2-naftilamida  5 5 5 1-2 
7 Valina arilamidasa  L-valil-2-naftilamida 2  1 1 0 0 
8 Cistina arilamidasa L-cistil-2-naftilamida  1 0 1 0 
9 Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2-naftilamida  0 0 0 0 
10 α-quimotripsina N-glutaril-fenilalanina-2- naftilamida  0 0 0 0 
11 Fosfatasa ácida 2-naftil fosfato  5 5 5 5 
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa Naftol-AS-BI-fosfato  1 1 3 4 
13 α-galactosidasa 6-BR-2-naftil-αD-galactopiranósido  0 0 0 0 
14 β-galactosidasa 2-naftil-βD-galactopiranósido  0 0 0 0 
15 β-glucuronidasa Naftol-AS-BI-βD-glucurónido  0 0 0 0 
16 α-glucosidasa 2-naftil-βD-glucopiranósido  4 4 4 0 
17 β-glucosidasa 6-BR-2-naftil-βD-glucopiranósido  0 0 0 0 
18 N-acetil-β-glucosaminidasa  1-naftil-N-acetil-βD-glucosamínida  4 5 5 4 
19 α-manosidasa  6-BR-2-naftil-αD-manopiranósido  0 0 0 0 
20 α-fucosidasa 2-naftil- αL-fucopiranósido  0 0 0 0 
 
Fig. IV.70 (Cont.): Resultados de los API ZYM de las cepas de P. damselae subsp. damselae indicadas. (A) Fotografías de las 
tiras de API ZYM. (B) Tabla con resultados cuantitativos de API ZYM. E En los recuadros rojos se señalan las enzimas lipolíticas 
analizadas. (0) reacción negativa; (1) 5 nmoles; (2) 10 nmoles; (3) 20 nmoles; (4) 30 nmoles; (5) >40 nmoles de sustrato 
hidrolizado.
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4.7. ESTUDIO DE LA CITOTOXICIDAD Y LOS EFECTOS EN LA 
VIABILIDAD CELULAR, DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA
PHLYC, PLPV, Y COLP
La citotoxicidad se ha definido como el conjunto de los efectos 
adversos que resultan de la interferencia con estructuras y/o procesos 
esenciales para la supervivencia, proliferación y/o funciones celulares 
(Ekwall, 1983). La citotoxicidad es por lo tanto, la consecuencia de 
alteraciones no específicas de las funciones celulares basales 
(actividad mitocondrial, integridad de la membrana plasmática, etc),
que pueden conducir a efectos adversos sobre las funciones 
específicas de las células y/o la muerte celular (Ekwall, 1983). A este 
respecto, los cultivos celulares se pueden emplear para seleccionar la 
toxicidad de una molécula, bien por estimación de las funciones 
basales de la célula o mediante pruebas en funciones celulares 
especializadas (Ekwall, 1983).
Los métodos empleados para la evaluación de la toxicidad celular 
inducida en modelos experimentales in vitro son variados y múltiples. 
Estas técnicas están basadas en criterios morfológicos, bioquímicos y 
metabólicos, y se pueden agrupar funcionalmente en tres categorías. 
La primera de las categorías corresponde a los métodos basados en la 
determinación de alteraciones en la permeabilidad de la membrana 
plasmática. Entre ellos, se agrupan los procedimientos basados en el 
uso de colorantes (ensayos de exclusión de azul de tripán o eosina y el 
test del colorante MTT (bromuro de dimethilthiazol-
difeniltetrazolio)), y en la determinación de la liberación de enzimas 
intracelulares (liberación de lactato deshidrogenasa celular). En la 
segunda categoría se agrupan los métodos basados en el análisis de la 
proliferación celular. Y con respecto a la última categoría, en ella se 
incluyen procedimientos variados tales como métodos cualitativos 
(microscopía óptica) y métodos cuantitativos como la determinación 
de la concentración de ATP intracelular. Asimismo, se emplean otras 
técnicas basadas en microscopia electrónica analítica, como por 
ejemplo, la determinación de la adherencia celular. 
Con respecto a la citotoxicidad de P. damselae subsp. damselae,
estudios previos ya han informado acerca de su capacidad para dañar 
cultivos celulares de peces y mamíferos (Fouz et al., 1993; Wang et 
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al., 1998, Labella et al., 2010a). Recientemente, Rivas et al. (2015a) 
estudiaron la citotoxicidad fulminante exhibida por las cepas 
portadoras de pPHDD1, demostrando el potencial tóxico de la 
fobalisina PhlyP y, en menor medida, el papel de PhlyC así como el 
de la fosfolipasa Dly. Con respecto a las cepas carentes del plásmido 
virulento, hasta la fecha, la base genética de la citotoxicidad exhibida 
(Fig. IV.3, del capítulo 4.1 de Resultados y Discusión) es 
desconocida. Por ello, decidimos evaluar el potencial citotóxico de los 
factores de virulencia descritos en el presente trabajo: la toxina 
formadora de poro PhlyC, la fosfolipasa PlpV y la colagenasa ColP. 
En la Tabla IV.11 se muestra un resumen de los resultados obtenidos 
en este apartado, así como de los estudios llevados a cabo por diversos 
autores con las enzimas homólogas a PhlyC, PlpV y ColP. Los 
ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular elegidos, responden al 
estudio de parámetros morfológicos (integridad del tapiz celular y 
morfología celular), parámetros bioquímicos (ensayo de exclusión de 
azul de tripán) y parámetros metabólicos (contenido de ATP 
intracelular). 
4.7.1.Parámetro morfológico: microscopía óptica
La alteración en el tapiz de las células eucariotas, así como las 
modificaciones en la morfología y en las conexiones celulares, son 
indicativos claros del efecto tóxico generado por un microorganismo, 
o por una molécula, sobre un cultivo celular. Los escasos estudios 
relativos a la citotoxicidad de P. damselae subsp. damselae se han 
centrado exclusivamente en analizar este tipo de perturbaciones. Así, 
Fouz et al. (1993) percibieron modificaciones en la monocapa celular 
y morfología de las líneas celulares de ratón L-929 y de pez RTG-2,
tras su incubación con diversos aislados de P. damselae subsp.
damselae. Si bien es cierto que todas las cepas analizadas habían 
mostrado toxicidad celular, no todas la causaban con los mismos 
valores, habiendo cepas con valores de citotoxicidad más elevados. 
Actualmente sabemos que esas diferencias vienen dadas, al menos en 
parte, por la presencia del plásmido virulento pPHDD1. Asimismo, 
Wang et al. (1998) confirmaron el mismo efecto citotóxico provocado 
por la cepa tipo CIP 102761, sobre las líneas celulares de peces EPC y 
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GF. Del mismo modo, las cepas caracterizadas por Labella et al.
(2010a) mostraron actividad citotóxica, traducida en destrucción del 
tapiz celular y cambios morfológicos, tanto sobre líneas celulares de 
peces como de mamíferos.
En el presente estudio, hemos analizado el efecto de la cepa 
parental AVL49 y sus diferentes mutantes derivados, en la toxicidad 
contra la integridad del tapiz celular, morfología y conexiones 
celulares, en la línea epitelial de peces EPC (epitelioma papuloso de 
carpa). Para el ensayo de la citotoxicidad, se prepararon placas de 12 
pocillos de cultivos celulares EPC y se incubaron a 20 °C hasta 
alcanzar la confluencia celular. Cada cepa bacteriana a ensayar se 
cultivó en placas de TSA-1 y posteriormente se resuspendió en 
solución salina (NaCl 0,85%) para alcanzar una DO600 de 1,5, y se
agregaron 0,2 mL de cada suspensión a cada pocillo de células EPC. 
Cada experimento se realizó por triplicado y se empleó solución salina 
como control negativo. El desarrollo de efectos citotóxicos fue 
observado después de 6, 24 y 48 h post-inoculación utilizando un 
microscopio de contraste de fase (sección 3.15.1 de Material y 
Métodos).
Tal y como se puede percibir en la Fig. IV.71, la cepa parental 
AVL49 mostró una destrucción total de la monocapa celular a las 12 
horas después de la inoculación. Los cambios generados consistieron, 
principalmente, en la aparición de cúmulos de células redondeadas, 
pérdida del contacto intercelular y de adherencia, traducidos en la 
formación de aglutinados celulares que se desprendían fácilmente de 
la superficie del frasco de cultivo. Por el contrario, no se observó daño 
hlyAcr), incapaz de sintetizar 
la hemolisina PhlyC, lo que sugiere que la toxina formadora de poros 
PhlyC es esencial para la toxicidad completa en las células EPC bajo 
las condiciones testadas (Fig. IV.71). Al igual que la fobalisina PhlyC, 
su homóloga VCC de V. cholerae desencadenó las mismas 
alteraciones mencionadas, pero en la línea celular de mamíferos HEK-
293 (Castaño-Sánchez et al., 2015). Por otro lado, la ausencia de 
efecto citotóxico sobre la línea EPC del mutante hlyAcr), 
parece indicar que la fosfolipasa PlpV por sí sola no causa un efecto 
citotóxico detectable sobre el tipo celular analizado. Por el contrario, 
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la acción de las fosfolipasas TLH de V. alginolyticus y LDH de V. 
parahaemolyticus sí mostraron efectos tóxicos sobre los tapices de 
diversas líneas celulares (Wong et al., 2012; Wang et al., 2012). 
 
Fig. IV.71: Toxicidad para cultivos celulares EPC de la cepa parental AVL49 de P. 
damselae subsp. damselae y sus mutantes derivados para los genes cromosómicos 
que codifican la hemolisina PhlyC, la fosfolipasa PlpV y la colagenasa ColP.  
Curiosamente, el mutante para la fosfolipasa PlpV (AVL58), que 
mantiene intacta la capacidad de producir PhlyC, causó un 
levantamiento parcial del tapiz celular, así como alargamientos 
dendríticos entre las células EPC (Fig. IV.71). Este dato plantea que 
PhlyC no es la única responsable del daño completo observado en la 
cepa parental AVL49, suscitando la hipótesis de que PhlyC y PlpV 
podrían actuar de forma sinérgica, resultando en una toxicidad celular 
completa. Por último, el doble mutante para los genes hlyAcr y plpV 
(AVL62), que todavía produce la colagenasa ColP, no pudo causar 
daño celular detectable en el tapiz celular (Fig. IV.71). Este resultado, 
junto con la observación de que el mutante para colP (AVL60) 
desencadenó un daño en la monocapa celular comparable al causado 
por la cepa parental, plantea que la colagenasa ColP no tiene un efecto 
tóxico detectable en la línea celular estudiada. Al igual que la enzima 
ColP de P. damselae subsp. damselae, la colagenasa PrtV de V. 
AVL63 (ΔhlyAcr)NaCl 0,85% (control) AVL49 (LD-07 RfR)
AVL62 (ΔhlyAcr ΔplpV) AVL60 (ΔcolP)AVL58 (ΔplpV)
100 µm
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parahaemolyticus no originó cambios morfológicos en células de 
mamíferos. Por el contrario, la colagenasa VMC de V. mimicus sí dio 
lugar a alteraciones sobre una línea fibroblástica de salmón, así como 
VAC de V. alginolyticus en líneas celulares de mamíferos, y VppC de 
V. parahaemolyticus en células branquiales de platija (Tabla IV.11).
4.7.2.Parámetro bioquímico: exclusión del colorante azul de 
tripán
El azul de tripán (azul niágara, azul diamina, azul vital) es un 
colorante derivado de la toluidina que se caracteriza por poseer la 
capacidad de teñir células y tejidos muertos o dañados (Ehrlich &
Shiga, 1904). El azul de tripán (AT) es una molécula polar, cuya carga 
eléctrica y tamaño le impiden atravesar las membranas celulares 
intactas, pero que va a penetrar en el interior celular cuando la 
integridad de éstas sea alterada por un elemento tóxico. El ensayo de 
tinción por exclusión mediante el colorante AT, corresponde al 
recuento de células eucariotas que no son capaces de incorporar el 
susodicho colorante.
Dado que P. damselae subsp. damselae ha sido descrito como un 
patógeno marino para una gran variedad de peces cultivados, 
decidimos emplear la línea celular fibroblástica de pez cebra AB.9. 
Asimismo, dado que la mayoría de las infecciones humanas causadas 
por P. damselae subsp. damselae se producen después de que una 
herida en la piel quedase expuesta a agua de mar (Rivas et al., 2013a), 
con el fin de dilucidar si estas cepas son tóxicas para células humanas, 
se escogió además la línea celular de queratinocitos humanos HaCat.
Con la finalidad de estudiar el posible efecto de la fobalisina 
PhlyC y la fosfolipasa PlpV en cepas carentes de plásmido sobre la 
integridad de las membranas de las líneas celulares elegidas, 
incubamos cada una de ellas con la cepa AVL49 y sus mutantes 
derivados. En este ensayo empleamos una MOI (multiplicidad de 
infección) de 1:50 e incubamos la mezcla durante 90 min a 28 °C, en 
el caso de la línea celular de peces AB.9, y a 37°C para la línea celular 
humana HaCaT. Posteriormente, evaluamos la integridad de las 
membranas celulares mediante el recuento en cámara de Neubauer de 
ANA VENCES LORENZO 
266 
las células permeables al colorante AT, tras haber sido expuestas al 
mismo durante 10 min (sección 3.15.2 de Material y Métodos).
 
Fig. IV.72: Análisis de la integridad de membrana de las líneas celulares AB.9 (A) y
HaCaT (B) infectadas con P. damselae subsp. damselae mediante el uso del 
colorante azul de tripán (AT). Las células fueron infectadas con las cepas indicadas 
a una MOI de 1:50, e incubadas durante 90 min a 28 °C (AB.9) o 37 °C (HaCaT). 
Posteriormente serían lavadas con PBS y teñidas durante 10 min con el colorante 
azul de tripán (concentración final, 0,2%). Las células positivas y negativas a AT se 
contaron en cada grupo ensayado y como grupos de 100 células (cuatro 
cuadrantes), obteniéndose un valor medio para cada cepa testada. Los datos 
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Como resultado, observamos la entrada del colorante AT solo 
cuando las células eucariotas, tanto la línea de peces AB.9 como la 
humana HaCaT, fueron incubadas con cepas de P. damselae subsp.
damselae que sintetizaban la fobalisina PhlyC (Fig. IV.72). 
Concretamente, el 23% de las células AB.9 tratadas con la cepa 
parental eran azules, o lo que es lo mismo, estaban muertas o dañadas 
(Fig. IV.72A). En el caso de las células humanas HaCaT, este 
porcentaje aumentó hasta el 33% (Fig. IV.72B). Estos datos nos 
permiten afirmar que PhlyC es una toxina que desestabiliza la 
permeabilidad de las membranas permitiendo la interiorización del 
colorante. En apoyo de nuestros resultados obtenidos con la fobalisina 
PhlyC de la cepa carente de pPHDD1 AVL49, Rivas et al. (2015a) 
también demostraron la exclusión de azul de tripán por PhlyC en la 
cepa RM-71, portadora de pPHDD1, mostrando valores de toxicidad 
más bajos que PhlyP pero mayores que Dly (Tabla IV.11). Se cree que 
la diferencia de toxicidad observada entre PhlyC y PhlyP se debe a los 
residuos de aminoácidos que difieren entre las dos toxinas (una 
divergencia del 8% en la secuencia de aminoácidos), aunque este 
punto merece más investigación. Además, como acabamos de decir, 
su homóloga plasmídica PhlyP también provoca toxicidad detectada 
por entrada de AT en las líneas AB.9 y HaCaT. Asimismo, la 
hemolisina homóloga HlyA de V. metschnikovii mostró citotoxicidad 
en el ensayo de exclusión del colorante eosina (Tabla IV. 11). 
El hecho de que el colorante azul de tripán, molécula 
relativamente pequeña (960 Da), pueda pasar a través de los poros 
generados por PhlyC, ya nos aporta información relativa al tamaño de 
los mismos. A pesar de que las hemolisinas homólogas PhlyP y VCC 
son clasificadas como toxinas de poro pequeño (de 0,5 a 5 nm de 
diámetro) (Los et al., 2013), sus tamaños de poro difieren 
notablemente. Rivas et al. (2015a) demostraron que PhlyP crea poros 
en las membranas celulares con un diámetro >1,2 nm pero inferior a 
3,0 nm, tamaño suficiente como para permitir la perfusión del AT. Por 
el contrario, la toxina homóloga VCC de V. cholerae horada poros de 
un diámetro mucho menor (0,9-1,0 nm) (Lohner et al., 2009; De & 
Olson, 2011), por lo que el colorante no es capaz de atravesarlos 
(Rivas et al., 2015a). Rivas et al. (2015a) sugieren que esta diferencia 
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en los tamaños de los poros entre PhlyP y VCC es debida a que PhlyP
podría mostrar un canal transmembrana más ancho que el creado por 
VCC de V. cholerae, debido a la presencia en la zona más estrecha del 
barril- (S339), aminoácido menos voluminoso 
que el residuo de triptófano (W343) presentado por VCC en la misma 
posición (Fig. IV.19C, del capítulo 4.3 de Resultados y Discusión). 
Dado que PhlyC de la cepa AVL49, al igual que PhlyP, muestra el 
residuo serina en la zona más estrecha del barril-
permite la interiorización del azul de tripán, consideramos que la 
toxina PhlyC podría horadar poros en las membranas plasmáticas de 
un diámetro similar al de su homóloga plasmídica.
En lo relativo al mut hlyAcr), incapaz de sintetizar 
PhlyC pero sí la fosfolipasa PlpV, dada la ausencia de células azules, 
podemos afirmar que no afectó a la integridad de las membranas de 
las líneas celulares analizadas bajo las condiciones testadas (Fig. 
IV.72). Por el contrario, la fosfolipasa homóloga PlpA2 de V. 
vulnificus sí ocasionó la entrada del colorante en macrófagos de ratón 
(Koo et al., 2007). 
Con respecto al mutante AVL58 (plpV), que sintetiza la 
hemolisina PhlyC pero no la fosfolipasa PlpV, el porcentaje de células 
azules fue menor con relación a la cepa parental AVL49, alcanzando 
valores del 9% en AB.9, y del 14% en la línea celular de humanos 
HaCaT (Fig. IV.72). Estos resultados podrían sugerir inicialmente, 
que la destrucción de la integridad de la membrana depende 
únicamente de PhlyC, pero curiosamente, el número de células 
permeables aumentó significativamente cuando ambas toxinas, PlpV y 
PhlyC, estaban presentes (Fig. IV.72). Como era de esperar, el doble 
mutante para hlyAcr y plpV (AVL62) no generó ningún cambio 
detectable en la permeabilidad de las membranas eucariotas de ambas 
líneas celulares (Fig. VI.72). Esto también nos sugiere que ColP no 
muestra citotoxicidad, o al menos, no es detectable con este método 
bioquímico. Así por ejemplo, varias colagenasas homólogas sí han 
mostrado citotoxicidad evidenciada en el test del colorante MTT en 
líneas celulares de mamíferos y de peces (Tabla IV.11).
Estos datos implican que la destrucción de la integridad de la 
membrana depende de la actuación de PhlyC. Además, en 
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consonancia con los resultados de los ensayos de virulencia (Fig. 
IV.42, del capítulo 4.4 de Resultados y Discusión), los experimentos 
con AT han demostrado que PhlyC no es la única responsable de la 
toxicidad total exhibida por la cepa parental AVL49, como nos 
parecía indicar el ensayo con microscopia óptica, sino que se requiere 
de la fosfolipasa PlpV para una toxicidad completa.
4.7.3.Parámetro metabólico: análisis de la concentración de 
ATP celular
Si bien los resultados obtenidos con el experimento de azul de 
tripán ya nos sugieren el potencial citotóxico de PhlyC y PlpV en las 
líneas celulares AB.9 y HaCaT, decidimos realizar a continuación, un 
ensayo mucho más sensible y ampliamente utilizado por la comunidad 
científica para tal fin: la medición de ATP celular (Hipler, 2007; Riss 
et al., 2011; Riss et al., 2016). La medición de ATP intracelular 
utilizando la luciferasa de luciérnagas, es el método más comúnmente 
aplicado para estimar el número de células viables (Riss et al., 2011; 
Riss et al., 2016). Cuando las células ven alterada la integridad de su 
membrana, pierden la capacidad de sintetizar ATP, por lo que las 
ATPasas endógenas agotan rápidamente cualquier ATP restante en el 
citoplasma. De esta manera, el agotamiento de ATP y la disminución 
de su síntesis son consecuencias frecuentes en este tipo de daños 
celulares (Riss et al., 2011; Riss et al., 2016). El método consiste en 
cuantificar el ATP intracelular que todavía no se ha consumido tras la 
incubación de las células eucariotas con un elemento potencialmente 
tóxico. En este apartado hemos determinado el daño celular en las 
líneas celulares AB.9 y HaCaT tratadas con los productos 
extracelulares de la cepa AVL49 y sus mutantes derivados, empleando 
el protocolo descrito por Haugwitz et al. (2006) (ver Material y 
Métodos 3.15.3).
ANA VENCES LORENZO 
270 
Fig. IV.73: Pérdida de ATP en células tratadas con P. damselae subsp. damselae.
Las líneas celulares AB.9 (A) y HaCaT (B) se incubaron a 28 °C y 37 °C, 
respectivamente, durante 90 min con los ECPs de las cepas indicadas (400 μg/mL 
de proteína total). El control es medio de cultivo sin células. Valores medios ± SE, 
una prueba t de Student de datos no apareados de dos colas.
Como se puede observar en la Fig. IV.73A, los productos 
extracelulares de la cepa parental AVL49 (400 μg/mL de proteína 
total) disminuyeron el ATP celular al 35% en la línea de peces AB.9, 
después de 90 min de incubación. Este pérdida de ATP fue menor en 
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ΔplpV (AVL58), en la que el ATP celular se redujo al 47%. Como era 
de esperar, los ECPs de AVL63 (ΔhlyAcr) redujeron el ATP celular al 
74% (Fig. IV.73A), confirmando el papel principal de la hemolisina 
PhlyC en la citotoxicidad en peces de las cepas de P. damselae subsp. 
damselae sin pPHDD1. Al igual que PhlyC, la acción de las 
fobalisinas PhlyP y PhlyC en cepas portadoras de pPHDD1 también 
redujeron los niveles de ATP intracelular en la línea AB.9 (Tabla 
IV.11). Otro ejemplo de toxina formadora de poro cuya citotoxicidad 
ha sido analizada a través de la concentración de ATP celular, es la 
hemolisina homóloga VHH de V. mimicus (Li et al., 2005). 
Al igual que sucedía con el ensayo de azul de tripán, el efecto 
citotóxico observado cuando los dos factores de virulencia PhlyC y 
PlpV están actuando en conjunto, es mayor que cuando PhlyC está 
actuando sin la presencia de la fosfolipasa. Con respecto al doble 
mutante AVL62 (ΔhlyAcr ΔplpV), éste demostró ser más tóxico que la 
cepa triple mutante AVL68 (ΔhlyAcr ΔplpV ΔcolP), con respecto al 
agotamiento del ATP celular de AB.9 (Fig. IV.73A), en donde las 
diferencias no fueron estadísticamente significativas. 
En lo relativo a la línea celular humana HaCaT, los datos 
mostrados son muy similares a los observados en la línea de peces 
AB.9, pero a pesar de ello, es necesario resaltar que los productos 
extracelulares de AVL49 causaron niveles de toxicidad más altos en la 
línea celular de humanos que en la de peces (disminución de ATP 
celular del 78% frente al 65%, respectivamente) (Fig. IV.73B). A una 
conclusión similar llegaría Rivas et al. (2015a), quienes demostraron 
que las fobalisinas PhlyC y PhlyP de cepas portadoras de pPHDD1 
eran más toxicas para líneas celulares de humanos que de peces. 
En conjunto, nuestros resultados indican que la hemolisina 
formadora de poro PhlyC es la única toxina con capacidad de alterar la 
integridad de la membrana, y que la fosfolipasa PlpV no solo es 
tóxica, sino que también mejora la actividad de PhlyC contra las 
células humanas y de peces. Además, dado que la sensibilidad de las 
toxinas dependerá tanto de la susceptibilidad de las células tratadas 
como de las características moleculares de la enzima, no sería de 
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4.7.4.Estudio del posible efecto sinérgico entre la fosfolipasa 
PlpV y la hemolisina cromosómica PhlyC
Tal y como se acaba de describir, el estudio de la citotoxicidad de 
los factores de virulencia PhlyC y PlpV parece indicar una relación 
sinérgica establecida entre la toxina formadora de poro y la
fosfolipasa. El término sinergia define un proceso en el que uno o más 
factores en un sistema tienen actividad lítica intrínseca, y los factores 
combinados causan la lisis de eritrocitos a una velocidad mayor que la 
suma de las tasas individuales (Beecher et al., 2000). Durante una 
relación sinérgica, una enzima lipolítica podría trabajar mano a mano 
con otra enzima, o podría optimizar las condiciones para la actuación 
de otras enzimas (Stehr et al., 2003). En la literatura, varios son los 
ejemplos de relaciones sinérgicas entre toxinas formadoras de poro y 
fosfolipasas. En cepas de P. damselae subsp. damselae portadoras de 
pPHDD1, la acción de la fosfolipasa D con actividad esfingomielinasa 
Dly, favorece la acción formadora de poro de las hemolisinas PhlyC y 
PhlyP (Rivas et al., 2013b). Dly reconoce las moléculas de 
esfingomielina, y PhlyP y PhlyC las zonas de la membrana donde se 
halla embebido el colesterol. La damselisina, debido a su actividad 
esfingomielinasa, libera las cabezas polares de colina dejando más 
accesible el colesterol para el reconocimiento de las fobalisinas 
(toxinas dependientes de colesterol) (Rivas et al., 2013b; Rivas et al.,
2015a). Esto explica el aumento de la hemólisis en sangre de oveja 
ocasionada por PhlyP y PhlyC ante la presencia de Dly (Rivas et al.
(2013b). Asimismo, en los macrófagos murinos, el escape del 
patógeno intracelular facultativo Listeria monocytogenes requiere de 
las actuaciones conjuntas de la toxina formadora de poro listeriolisina 
O (Portnoy et al., 1992) y de las fosfolipasas C PI-PLC y PC-PLC
(Camilli et al., 1993; Poussin et al., 2009).
Con el fin de analizar la aparente relación sinérgica establecida 
entre PlpV y PhlyC, estudiamos la actividad hemolítica en sangre de 
oveja y trucha, así como la actividad fosfolipasa en yema de huevo. 
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Para ello hicimos crecer a los mutantes AVL58 y AVL63, deficitarios 
en la producción de fosfolipasa PlpV y hemolisina PhlyC, 
respectivamente, en placas agar sangre y yema de huevo, de tal 
manera que ambas cepas creciesen próximas. Los resultados 
mostrados en la Fig. IV.74 no revelan un aumento en el halo 
hemolítico ocasionado por PhlyC al combinarse con la fosfolipasa 
PlpV en eritrocitos de oveja, ni tampoco de la hemólisis de PlpV en 
conjunción con PhlyC en sangre de trucha. Del mismo modo, la 
actividad fosfolipasa de PlpV no se ve mejorada ante la presencia de 
la toxina formadora de poro PhlyC. Si bien los datos obtenidos en el 
estudio de la citotoxicidad han reflejado una posible relación sinérgica 
entre PlpV y PhlyC en cepas de P. damselae subsp. damselae carentes 
de pPHDD1, hasta el momento se desconoce la naturaleza de la 
misma.  
 
Fig. IV.74: Estudio de la relación sinérgica entre la fosfolipasa PlpV (AVL63) y la 




A: AVL58 (ΔplpV)  








Eritrocitos de trucha 5%
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4.8. SISTEMA DE SECRECIÓN TIPO II: CLAVE PARA LA SECRECIÓN DE 
LOS FACTORES DE VIRULENCIA PHLYC, PLPV Y COLP
En las bacterias han evolucionado un notable número de vías o 
sistemas destinados al transporte de sustratos a través de la envoltura 
celular. Estos sistemas son complejos multiproteicos que constituyen 
nanomáquinas que permiten intercambios regulados con el medio 
extracelular. Las proteínas que actúan como sustratos cumplen 
diversas funciones como la motilidad, la adquisición de nutrientes o la 
comunicación intercelular. Sin embargo, las bacterias patógenas 
emplean también estas maquinarias para la secreción de toxinas o 
enzimas hidrolíticas durante la colonización del hospedador (Durand 
et al., 2009). Bien es sabido, por lo tanto, que la secreción de factores 
de virulencia mediada por la actuación de los sistemas de secreción, es 
un paso determinante en la virulencia de numerosos patógenos 
bacterianos (Gutiérrez et al., 2014; Cianciotto & White, 2017). 
Diversas especies de Vibrio patógenas de humanos (V. alginolyticus,
V. cholerae, V. fluvialis, V. mimicus, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus o V. metschnikovii) también producen y secretan enzimas 
proteolíticas (Miyoshi, 2013). 
Los sistemas de secreción de bacterias Gram negativas, son los 
elementos encargados de liberar las enzimas a través de un transporte 
vectorial del interior celular al medio extracelular. Estos se clasifican 
atendiendo a la naturaleza de la maquinaria de transporte y las 
reacciones que las enzimas catalizan. Hasta el momento se han 
identificado siete sistemas de secreción denominados Tipo I, II, III, 
IV, V, VI y VIII, y adicionalmente los distintos tipos de pilus 
(chaperon-usher (CU), pili tipo IV, pili tipo V, pili conjugativo o 
fibras curli) presentes en la superficie de las bacterias Gram negativas 
(Costa et al., 2015; Green & Mecsas, 2016; Hospenthal et al., 2017). 
Asimismo, estos tipos se pueden subdividir en dos grandes clases 
dependiendo del mecanismo que se emplee para el transporte a través 
de la membrana plasmática: las vías Sec/Tat-dependientes, que 
exportan la proteína lineal o plegada al espacio periplásmico, 
respectivamente; y la vías Sec/Tat-independientes, en las que los 
sustratos se translocan directamente desde el citoplasma hasta el 
espacio extracelular sin que sea necesaria la presencia de un 
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transportador intermediario periplásmico (Green & Mecsas, 2016). De 
ese modo, podemos incluir en las vías Sec/Tat-dependientes a los 
sistemas de secreción tipo II, V, VIII y CU o fibras de curli; y en la 
vía Sec/Tat-independientes a los de tipo I, III, IV, VI y VIII (Green & 
Mecsas, 2016).
Tal y como se ha demostrado en los resultados anteriores, la 
toxina formadora de poro PhlyC y las enzimas hidrolíticas PlpV y 
ColP, son enzimas secretadas por la cepa LD-07 de P. damselae
subsp. damselae ( pPHDD1), que contribuyen a la patogenicidad en 
lubina y la toxicidad en líneas celulares. Dado el escaso conocimiento 
de la secreción proteica en P. damselae subsp. damselae, decidimos 
iniciar el estudio de la translocación de los factores de virulencia 
PhlyC, PlpV y ColP en cepas de P. damselae subsp. damselae
carentes de pPHDD1.
4.8.1. Identificación mediante transposición con mini-Tn10 del 
SSTII como el responsable de la secreción de PhlyC 
A pesar de que el papel de los factores PhlyC, PlpV y ColP de P. 
damselae subsp. damselae en la virulencia en lubina ha sido descrito a 
lo largo del presente trabajo, nada sabemos acerca de cómo la bacteria 
los secreta al medio extracelular. Comenzamos el estudio de los 
mecanismos de secreción de dichos factores de virulencia con el 
análisis de la toxina formadora de poro PhlyC. Para ello, decidimos 
analizar la actividad hemolítica de una colección de mutantes por 
transposición en la cepa AVL49 (LD-07RfR) de P. damselae subsp. 
damselae (sección 3.8.3 de Material y Métodos). Planteamos emplear 
una estrategia que consiste en la mutagénesis aleatoria con el 
transposón mini-Tn10 (Herrero et al., 1990), obteniendo una librería 
de mutantes en LD-07, y buscando genes candidatos en aquellos 
mutantes que no presenten un halo hemolítico. 
Una vez se obtuvo la librería de mutantes por transposición con 
mini-Tn10 en la cepa AVL49, los clones se crecieron durante 24 horas 
a 25 °C en placas de agar sangre (Oxoid). Aquellos mutantes Tn10
que mostraron cambio en el halo hemolítico en placa fueron 
candidatos a contener inserciones en genes relacionados con la 
actividad hemolítica de PhlyC. Se identificaron varios mutantes, y se 
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descartaron todos aquellos que no rindieron un amplicón de PCR del 
tamaño esperado para el gen hlyAcr intacto, dado que se trataría de 
mutantes candidatos a contener el transposón insertado en el propio 
gen de la hemolisina. Finalmente, se seleccionó un único mutante que 
sí contenía el gen hlyAcr intacto, con una disminución drástica del 







Fig. IV.75: Ensayo de las actividades 
hemolíticas de mutantes Tn10 de la cepa 
AVL49 de P. damselae subsp. damselae, tras 
24 horas de incubación a 25 °C. La flecha 
señala el clon AR203 con baja actividad 
hemolítica. El ensayo se realizó en placas de 
agar sangre de cordero (Oxoid). Escala de 
referencia, 1 cm. 
 
El siguiente paso a seguir fue el de identificar qué gen estaba 
inactivado en el mutante AR203 por la inserción del transposón mini-
Tn10. Para ello, mediante clonación (sección 3.8.3.2 de Material y 
Métodos) se identificaron las secuencias flanqueantes al transposón 
mini-Tn10 en el mutante AR203, y tras la predicción de la ORF, se 
determinó su localización en el genoma de la cepa LD-07. 
Curiosamente, el transposón se insertó en el mutante AR203 de 
hemólisis reducida (Fig. IV.76A) en un gen que codifica una proteína 
cuya secuencia aminoacídica predicha presentó un 41% de identidad 
con la proteína EpsL de Vibrio cholerae (Fig. IV.76B). EpsL es un 
componente de membrana interna del Sistema de Secreción tipo II 
(SSTII) de bacterias Gram negativas (Korotkov et al., 2012). La 
búsqueda in silico en el genoma de la cepa LD-07 de P. damselae 
subsp. damselae reveló que epsL forma parte de un operón de 12 
genes de 11,2 Kb de tamaño, epsCDEFGHIJKLMN (A0J46_13350-
A0J46_13405), anotado por el servidor RAST como componente del 
SSTII (Fig. IV.76A).  
1 cm
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El SSTII está compuesto por un total de 12-15 proteínas que 
generalmente están agrupadas en un solo operón. Este sistema es 
responsable de la translocación de proteínas plegadas desde el espacio 
periplásmico al medio extracelular (Korotkov et al., 2012). Esta vía,
también conocida bajo el nombre de sistema general de secreción, es 
la encargada de la secreción de una gran cantidad de toxinas y 
enzimas hidrolíticas (Sandkvist, 2001). La secreción a través de este 
sistema sucede en dos etapas. En primer lugar, la vía Sec o Tat 
transloca el sustrato marcado con péptido señal, del citosol hacia el 
espacio periplásmico a través de la membrana plasmática. En el 
segundo paso, en el periplasma la proteína pierde el péptido señal por 
actuación de una peptidasa y adquiere su conformación nativa, para 
ser posteriormente secretada al medio extracelular a través de la 
membrana externa por una estructura multiproteica denominada 
secretón (Fig. IV.76C). Estructural y funcionalmente, los 
componentes del secretón forman cuatro subconjuntos: un canal de 
membrana externa formado por la secretina (EpsD), una plataforma de 
proteínas asociadas con la membrana citoplasmática (EpsC, EpsF, 
EpsL y EpsM), un conjunto de proteínas que se ensamblan en una 
estructura similar a un pilus, el pseudopilus, en el periplasma (EpsG, 
EpsH, EpsI, EpsJ y EpsK), y una ATPasa citoplasmática (EpsE) (Fig. 
IV.76BC). El pseudopilus, mediante ciclos de extensión y retracción 
dentro del periplasma, es el encargado de impulsar las moléculas 
efectoras a través de la secretina al medio extracelular. Por su parte, la 
plataforma de proteínas asociadas a la membrana citoplasmática actúa 
como punto de anclaje del pseudopilus y la ATPasa citoplasmática 
aporta la energía necesaria para el proceso (Kulkarni et al., 2009; 
Costa et al., 2015). Todos estos componentes del SSTII de diversas 
especies están muy conservados entre sí, mostrando homologías 
estadísticamente significativas, lo que revela la gran conservación 
entre especies de este sistema de secreción. Muchas bacterias Gram 
negativas utilizan la vía de secreción de tipo II para secretar las 
proteínas que contribuyen a la enfermedad en seres humanos, 
animales e incluso plantas (Korotkov et al. 2012). Ejemplos de 
bacterias patógenas que emplean el SSTII para la secreción de factores 
de virulencia son V. cholerae (Sikora, 2013), V. vulnificus (Hwang et 
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al., 2011), Pseudomonas aeruginosa (Bleves et al., 2010), Legionella
pneumophila (Cianciotto, 2013), Aeromonas hydrophila (Jiang &
Howard, 1992) o Klebsiella pneumoniae (Pugsley et al., 1986).
Además de los genes estructurales del sistema de translocación, 
durante el proceso de secreción mediada por el SSTII se requiere de la 
participación de las proteínas accesorias EpsA y EpsB. En P. 
damselae subsp. damselae, al igual que en V. cholerae, los genes epsA
y epsB (A0J46_12795-A0J46_12800) se agrupan en un operón 
separado del operón principal epsCDEFGHIJKLMN (Fig. IV.76A). 
Por el contrario, en especies como E. coli o Aeromonas hydrophila
epsAB forman parte del operón principal (Sandkvist et al., 1997; 
Douzi et al., 2012). Otro de los elementos necesarios para el correcto 
funcionamiento del SSTII, es la peptidasa-metiltransferasa EpsO, 
encargada de escindir el péptido señal y de la metilación de los 
monómeros de pseudopilina. Como podemos observar en la Fig. 
IV.76A, el operón principal del SSTII de P. damselae subsp. damselae
no posee el gen epsO, al igual que le sucede a V. cholerae (Sandkvist 
et al., 1997) y a V. vulnificus (Paranjpye & Strom, 2005). Por el 
contrario, P. damselae subsp. damselae sí presenta en su genoma el 
gen pilD (A0J46_18680) de la peptidasa-metiltransferasa de pilinas, 
dispuesto en el operón pilABCD de biogénesis de pilus tipo IV (Marsh 
& Taylor, 1998; Paranjpye & Strom, 2005) (Fig. IV.76A). Dado que 
el SSTII y el pilus tipo IV presentan un ancestro común (Hobbs & 
Mattick, 1993), y que componentes del SSTII presentan equivalentes 
estructurales con el sistema pilus tipo IV (Ayers et al., 2010), se ha 
dado el caso de que la peptidasa prepilina PilD del pilus tipo IV, actúa 
también sobre las pseudopilinas EpsG, EpsH, EpsI, EpsJ y EpsK del 
SSTII (Campos et al., 2013).
El análisis comparativo mediante BlastP de todos los 
componentes del SSTII de P. damselae subsp. damselae reveló una 
homología estadísticamente significativa (con valores e próximos a 0), 
con el resto de las proteínas constituyentes de dicho sistema en V. 
cholerae (Fig. IV.76B), permitiéndonos obtener una representación 
estructural del SSTII en P. damselae subsp. damselae que facilite el 
entendimiento de dicho aparato de secreción (Fig. IV.76C). 
Señalamos además, que en el resto de los genomas de P. damselae 
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subsp. damselae comparados también está presente el SSTII descrito 
para la cepa LD-07 (cepa CIP 102761 (epsAB: VDA_002947-
VDA_002946, epsC-N: VDA_003123- VDA_003114, pilD: 
A0J47_12175), cepa RM-71 (epsAB: A0J47_12665-A0J47_12670, 
epsC-N: A0J47_13215-A0J47_13270, pilD: A0J47_12175) y cepa A-
162 (epsAB: A9D46_10035-A9D46_10040, epsC-N: A9D46_11055- 
A9D46_11110, pilD: A9D46_11180). 
 
 
Fig. IV.76: (A) Organización genética de los operones del SSTII localizados en la 
cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae y descritos en V. cholerae (Douzi et 
al., 2012). En color blanco se muestran los componentes de función desconocida 
(EpsAB, EpsN), en azul los componentes EpsEFLM de la plataforma de membrana 
interna (MI), en naranja las proteínas EpsCD de membrana externa (ME) y en verde 
las pseudopilinas EpsGHIJK y la peptidasa-metiltransferasa PilD. Se indican los 
códigos proteicos y el punto de inserción del mini-Tn10 en el gen epsL del mutante 
AR203. Las barras de escala representan 1 Kb de tamaño.  
SSTII de V. cholerae (EpsAB, EpsCDEFGHIJKLMN, EpsO/PilD)
(A)
1 Kb
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Fig. IV.76 (Cont.): (B) Análisis comparativo de los componentes proteicos del SSTII 
de P. damselae subsp. damselae (Pdd) en relación al SSTII de V. cholerae (%id.: 
porcentaje de identidad; %cob.: porcentaje de cobertura). (C) Representación 
esquemática del SSTII de P. damselae subsp. damselae. En círculo rojo se señala el 
gen truncado por la inserción del mini-Tn10. Imagen modificada de Costa et al. 
(2015) (con permiso de Springer Nature).  
Para confirmar la asociación entre la inactivación del gen 
estructural epsL y el fenotipo hemolítico claramente disminuido 



























Función proteína % id. /%cob. Código proteína 
Operón EpsAB 
VC2445 EpsA Unión a peptidoglicano 44%/99% A0J46_12795 
VC2444 EpsB Función desconocida 27%/68% A0J46_12800 
Operón EpsCDEFGHIJKLMN 
VC2734 EpsC Plataforma de MI, interacción con secretina 43%/97% A0J46_13350 
VC2733 EpsD Secretina de ME 66%/100% A0J46_13355 
VC2732 EpsE ATPasa citoplasmática 80%/97% A0J46_13360 
VC2731 EpsF Plataforma de MI 68%/99% A0J46_13365 
VC2730 EpsG Pseudopilina principal 81%/97% A0J46_13370 
VC2729 EpsH Pseudopilina  45%/94% A0J46_13375 
VC2728 EpsI Pseudopilina 60%/99% A0J46_13380 
VC2727 EpsJ Pseudopilina 49%/100% A0J46_13385 
VC2726 EpsK Pseudopilina 54%/99% A0J46_13390 
VC2725 EpsL Plataforma de MI 41%/99% A0J46_13395 
VC2724 EpsM Plataforma de MI 48%/99% A0J46_13400 
VC2723 EpsN Función desconocida 43%/100% A0J46_13405 
PilD 
VC2426 PilD Peptidasa y N-metiltransferasa de prepilinas 62%/99% A0J46_18680 
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intercambio alélico en la cepa LD-07RfR (AVL49), obteniendo la cepa 
AR211 (LD-07RfR epsL). Asimismo, dado que el SSTII parece 
precisar de la intervención de la peptidasa-metiltransferasa de 
prepilinas PilD, codificada en el operón del pilus tipo IV pilABCD,
decidimos realizar también un mutante por intercambio alélico del gen 
pilD (A0J46_18680), y así confirmar su participación en la secreción 
de proteínas a través del SSTII. Los cebadores empleados para la 
epsL pilD) se 
describen en la Tabla III.6 de Material y Métodos.
Al analizar la hemólisis en placas de agar sangre de cordero de los 
epsL pilD), se observaron halos 
hemolíticos similares al presentado por el mutante por transposición 
mini-Tn10 (AR203) (Fig. IV.77). La complementación de los 
mutantes con los genes epsL y pilD clonados en los plásmidos
pAVL529 y pAVL531, respectivamente, restauró los halos 
hemolíticos (Fig. IV.77). Los cebadores empleados para la 
complementación de estos genes se indican en la Tabla III.7 de 
Material y Métodos. Puesto que PhlyC es la única enzima con 
actividad hemolítica sobre eritrocitos de oveja producida por la cepa 
LD-07, estos resultados claramente indican que epsL, y por lo tanto el 
Sistema de Secreción Tipo II, desempeña un papel importante en la 
secreción de PhlyC en P. damselae subsp. damselae. Igualmente, el 
análisis del mutante para el gen pilD demuestra que esta peptidasa-
metiltransferasa es necesaria para la escisión del péptido señal de las 
pseudopilinas constitutivas del SSTII, y por lo tanto, para la secreción 
del factor de virulencia PhlyC.
Al igual que la citolisina VCC homóloga de V. cholerae (Sikora 
et al., 2011) y la damselisina y PhlyP de P. damselae subsp. damselae
(Rivas et al., 2015b), y en contraposición a la toxina formadora de 
poro HlyA de E. coli, la cual es transportada mediante el SSTI 
(Fath & Kolter, 1993), la toxina formadora de poro PhlyC de P.
damselae subsp. damselae es secretada al espacio extracelular a través 
del Sistema de Secreción de tipo II.
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Fig. IV.77: Efectos de las deleciones de los genes epsL y pilD de la cepa LD-07, en 
las actividades de la hemolisina PhlyC, la fosfolipasa PlpV, la colagenasa ColP y la 
enzima lipolítica Lip80, en los medios en placa correspondientes. Se indican los 
nombres de las cepas y sus correspondientes genotipos. Los mutantes de epsL y 
pilD fueron complementados con los genes epsL y pilD clonados en los plásmidos 
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4.8.2. El sistema general de secreción tipo II está implicado 
además, en la secreción de la fosfolipasa PlpV y la 
colagenasa ColP 
El SSTII es capaz de transportar hacia el medio extracelular una 
amplia gama de sustratos (Sandkvist, 2001; Korotkov et al., 2012; 
Cianciotto & White, 2017). Aunque en algunas especies bacterianas 
esta vía solo participa en la secreción de una única proteína, en otras, 
el número puede llegar a aumentar a las quince, en el caso de 
Pseudomonas aeruginosa (Bleves et al., 2010) o hasta más de veinte 
como por ejemplo en V. cholerae (Sikora, 2013). Dado que el SSTII 
de P. damselae subsp. damselae está implicado en la secreción de la 
toxina formadora de poro PhlyC, y que proteasas, lipasas o 
fosfolipasas son liberadas al medio extracelular a través de este 
sistema en diversas especies bacterianas (Korotkov et al., 2012), 
decidimos estudiar si la fosfolipasa PlpV, la colagenasa ColP y la 
enzima lipolítica Lip80 de P. damselae subsp. damselae son 
translocadas a través de esta vía.  
 
4.8.2.1. Análisis in silico de los péptidos señal de las 
enzimas extracelulares PhlyC, PlpV, ColP y Lip80  
Como ya se ha mencionado previamente, el Sistema de Secreción 
de tipo II es el responsable de la secreción de proteínas plegadas desde 
el espacio periplásmico al medio extracelular. Una de las 
características presentes en las proteínas exportadas a través del 
SSTII, es la presencia de un péptido señal en el extremo amino 
terminal, que las señaliza para su viaje hacia el espacio periplásmico y 
que será eliminado por la actuación de una peptidasa específica 
(Green & Mecsas, 2016).  
Mediante el empleo del método de predicción SignalP 4.0 
(Petersen et al., 2011), que consigue diferenciar entre las proteínas 
citoplasmáticas y las secretadas a través de vías dependientes de Sec, 
se ha identificado la presencia de péptidos señal en los extremos N-
terminal de PhlyC, PlpV, ColP y Lip80, así como los puntos de 
escisión sobre los que actúan las peptidasas encargadas de eliminarlos 
de la proteína madura (Fig. IV.78). El hecho de que el péptido señal se 
localice en el extremo N-terminal ya nos aporta el indicio de que su 
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secreción puede llegar a realizarse a través de los SSTII, SSTIII o 
SSTV, dado que en los SSTI y SSTIV el péptido señal se presenta en 
el extremo C-terminal, y en el SSTVl no se conoce péptido señal 
(Green & Mecsas, 2016). Este servidor nos aporta el valor D-score 
(valor de discriminación), empleado para discriminar péptidos señal 
de péptidos no señal. Para las proteínas no secretadas, todas las 
puntuaciones (score) en la salida de SignalP deberían ser muy bajas 
(cerca del valor objetivo negativo de 0,1). PhlyC, PlpV, ColP y Lip80 
muestran unos D-score de 0,832, 0,808, 0,808 y 0,676, 
respectivamente, así como un D-score del punto de corte de 0,570 en 
todas ellas, lo que claramente sugiere que estas enzimas presentan un 
péptido señal (Fig. IV.78A).  
(A) 




MatureP Secreción SSTII 
(comprobación empírica) 
PhlyC 0,832 0,944 Secretada Sí 
PlpV 0,808 0,754 Secretada Sí 
ColP 0,808 0,754 Secretada Sí, parcialmente 




Fig. IV.78: (A) Resumen de los valores obtenidos por cada método de predicción de 
secreción empleado sobre las distintas enzimas. (B) Péptidos señal en los extremos 
N-terminal de PhlyC, PlpV, ColP y Lip80 predichos por SignalP. Se resalta en el 
recuadro rojo el péptido señal de la hemolisina PhlyC secretada por el SSTII. Las 
posiciones de escisión pronosticadas para cada enzima se representan como letras 
de mayor tamaño en negrita. Los residuos leucina y alanina que sugieren un 
procesamiento dependiente de Sec se indican en color verde y naranja, 
respectivamente. Entre paréntesis se indica la longitud en aminoácidos de cada 
péptido señal.  
 
Dado que las proteínas que son secretadas a través de vías de 
secreción no clásicas (independientes de péptido señal) no pueden ser 
identificadas correctamente utilizando métodos de predicción como 
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2005). Asimismo, el método SecretomeP también es capaz de 
discriminar proteínas citoplásmicas de proteínas secretadas clásicas 
(portadoras de péptidos señal Sec clásicos). El servidor bioinformático 
SecretomeP, exhibió una puntuación SecP de 0,944 para PhlyC, 0,754 
para PlpV y ColP y 0,947 para Lip80, donde las puntuaciones SecP > 
0,5 indican una posible secreción no clásica (Fig. IV.78A). A pesar de 
que SecretomeP está diseñado para predecir la secreción no clásica, 
por lo general asigna una puntuación alta a las proteínas que emplean 
la vía de secreción clásica. Por otro lado, el servidor MatureP 
(Orfanoudaki et al., 2017), predictor bioinformático que diferencia las 
proteínas secretadas a través de la vía Sec de las proteínas 
citoplasmáticas, también considera a estas enzimas como enzimas 
secretadas dependientes de la vía Sec, prediciendo como péptidos 
señal las mismas secuencias aminoacídicas diagnosticadas por SignalP 
y SecretomeP (Fig. IV.78B). En conjunto, estos resultados nos 
sugieren que, al igual que la hemolisina PhlyC, las enzimas PlpV, 
ColP y Lip80 podrían ser secretadas al medio extracelular a través del 
Sistema de Secreción tipo II, o al menos a través de alguno de los 
otros sistemas de secreción dependientes de Sec.
Como hemos comentado anteriormente, las proteínas secretadas a 
través del SSTII pasan del periplasma hacia el medio extracelular, por 
lo que es necesario que en primer lugar atraviesen la membrana 
interna. Para ello, la vía de secreción de tipo II precisa de la 
participación de las vías Sec o Tat (Voulhoux et al., 2001). La vía Sec 
(secreción general), es la responsable de la secreción de proteínas 
lineales (Beckwith, 2013), y la vía Tat (twin-arginine translocation), 
de la translocación de proteínas ya plegadas (Palmer & Berk, 2012) 
(Fig. IV.79B). El genoma de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. 
damselae presenta distribuidos en distintas posiciones del cromosoma 
I (más abajo, Fig. IV.87), los genes integrantes de la vía Sec (SecA, 
SecB, SecDSecF, SecY, SecE y SecG), así como los elementos 
necesarios para la secreción por la vía Tat (TatABC) (Fig. IV.79A). Al 
igual que la cepa LD-07, en el resto de los genomas de P. damselae 
subsp. damselae analizados también se han localizado estos genes en 
el cromosoma I (datos no mostrados).
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Fig. IV.79: (A) Tabla de homologías entre los sistemas Sec y Tat presentes en Escherichia coli (Blattner et al., 1997) y los 
localizados en el genoma de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae (%id.: porcentaje de identidad; %cob.: porcentaje 
de cobertura). (B) Translocación de proteínas a secretar del citoplasma celular al espacio periplásmico mediante las vías Sec 
y Tat (Vía se secreción Sec: SecB impide el plegamiento proteico y SecA es una ATPasa que proporciona energía al proceso de 
translocación que va a suceder a través del canal de membrana interna (MI) formado por SecYEG. Vía de secreción Tat: TatB 
y TatC se unen al péptido señal de la proteína a secretar, trasladándolo hacia el canal de membrana interna TatA 
responsable de la exportación). Imagen elaborada a partir de la información procedente de Green & Mecsas (2016).  





Función de la proteína % id. 
/%cob. Código proteína 
Vía de secreción Sec 
P10408 SecA ATPasa citoplasmática 76%/99% A0J46_14465 
P0AG86 SecB Chaperona citoplasmática 71%/94% A0J46_11520 
P0AG90 SecD Proteína auxiliar 63%/100% A0J46_00250 
P0AG93 SecF Proteína auxiliar 56%/96% A0J46_00255 
P0AGA2 SecY Elemento del canal de MI 84%/100% A0J46_17945 
P0AG96 SecE Elemento del canal de MI 57%/97% A0J46_15630 
P0AG99 SecG Elemento del canal de MI 67%/97% A0J46_09945 
P10121 FtsY - 62%/100% A0J46_11165 
Vía de secreción Tat 
P69428 TatA Canal de MI 55%/100% A0J46_17810 
P69425 TatB Unión a proteína y movilización a TatA 53%/56% A0J46_17815 
P69423 TatC Unión a proteína y movilización a TatA 67%/95% A0J46_17820 
 
Vía de secreción Sec
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El hecho de que una proteína secretada emplee una vía u otra está 
indicado en su péptido señal. De este modo, las proteínas que empleen 
el mecanismo Sec van a presentar péptidos señal con leucina y alanina 
como residuos más abundantes. Por el contrario, los péptidos señal de 
la vía Tat contienen altos niveles de glicina pero menos de leucina 
(Cristobal et al., 1999). Las enzimas PhlyC, PlpV, ColP y Lip80, 
muestran péptidos señal con relaciones leucina/glicina de 5/1, 2/0, 2/0 
y 3/1, respectivamente. Además, tal y como podemos observar en la 
Fig. IV.78B, al igual que el péptido señal de PhlyC secretada por el 
SSTII, las secuencias de PlpV, ColP y Lip80 presentan leucina y 
alanina como aminoácidos más abundantes. Por otro lado, las 
proteínas secretadas por la vía Tat se caracterizan por presentar en su 
péptido señal el patrón Z-R-R-x- -
et al., 2008). 
PhlyC, PlpV, ColP y Lip80 no muestran este motivo es sus péptidos 
señal (Fig. IV.78B).
En base a estas predicciones, hipotetizamos que PlpV, ColP y 
Lip80 podrían ser secretadas a través de un sistema de secreción 
dependiente de Sec, y que tal vez, al igual que la hemolisina PhlyC, 
este sistema sea el SSTII.
4.8.2.2. La secreción de la fosfolipasa PlpV y la colagenasa 
ColP está mediada por el SSTII
Teniendo en cuenta el análisis in silico de los péptidos señal 
realizado en la sección anterior, decidimos analizar las actividades de 
la fosfolipasa PlpV, la colagenasa ColP y la enzima lipolítica Lip80 en 
los mutantes para el Sistema de Secreción tipo II de P. damselae 
subsp. damselae, AR211 ( epsL pilD), y las comparamos 
con los fenotipos de la cepa salvaje AVL49 y del mutante por 
transposición AR203. En las placas de agar TSA-1 suplementadas con 
sus respectivos sustratos (3% de yema de huevo, 3% de gelatina, 1% 
de tween 80) añadimos de cada cepa una gota de 10 μL de volumen 
procedente de cultivos bacterianos a una DO600 de 1. Incubamos a 25° 
C durante 24 horas en el caso de la fosfolipasa, y 48 horas en los casos 
de la colagenasa y enzima lipolítica.
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Como se aprecia en la Fig. IV.77, los mutantes para los genes 
epsL y pilD del SSTII (AR211 y AR240) exhiben pérdida de la 
actividad fosfolipasa, una menor actividad colagenolítica y una mayor 
actividad lipolítica en tween 80, con respecto a la cepa parental 
AVL49. Estos fenotipos coinciden con los observados en el mutante 
por transposición AR203 (Fig. IV.77). La complementación de los 
epsL pilD)
con su gen nativo (clonados en los plásmidos pAVL529 y pAVL535,
respectivamente) restableció los patrones enzimáticos mostrados por 
la cepa parental AVL49 (Fig. IV.77). 
Estos resultados demuestran que la fosfolipasa PlpV, al igual que 
su homóloga PlpA2 de V. vulnificus (Jang et al., 2017), es exportada al 
medio extracelular únicamente a través del SSTII. En lo relativo a la 
colagenasa ColP, al igual que su homóloga VchC de V. cholerae (Park 
et al., 2015), es secretada, al menos en parte, a través del SSTII. Si 
bien por el momento desconocemos cuál es la otra vía que participaría 
en la secreción de ColP, sería factible diseñar experimentos para 
conseguir identificarla, basados en la mutagénesis por transposición 
con mini-Tn10 de los mutantes AR211 o AR240. En lo relativo a 
Lip80, si bien existen ejemplos de lipoproteínas secretada a través del 
SSTII en -proteobacteria (Zückert, 2014), no es el caso de esta 
enzima lipolítica. Pride et al. (2013) sugirieron que la lipoproteína 
homóloga en V. cholerae VolA, podría anclarse en la membrana 
externa a través del sistema Lol. El sistema Lol (lipoprotein outer 
membrane localization), está destinado al anclaje de lipoproteínas en 
la cara interna de la membrana externa. Este sistema está compuesto 
por el complejo LolCDE en la membrana interna (similar a los 
transportadores ABC), la chaperona periplásmica LolA y el receptor 
de membrana externa LolB (Zückert, 2014). El sistema Lol es 
dependiente de Sec/Tat (Zückert, 2014), de ahí que los métodos 
bioinformáticos de predicción empleados nos hayan sugerido el 
carácter secretor de Lip80. P. damselae subsp. damselae presenta en 
su genoma todos los genes del sistema Lol (LolA: A0J46_07015; 
LolB: A0J46_18305, y LolCDE: A0J46_02735-A0J46_02745), por lo 
que futuros trabajos enfocados en la mutagénesis de alguno de sus 
componentes nos aportarían más información. 
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4.8.3.¿Existen otras enzimas secretadas por el SSTII en P.
damselae subsp. damselae?
Interesados en conocer qué otro tipo de proteínas exportadas 
podrían estar empleando el sistema de secreción de tipo II para su 
translocación al medio extracelular en la cepa LD-07 de P. damselae
subsp. damselae, decidimos llevar a cabo una comparación entre los 
perfiles obtenidos del sistema de identificación API 20E y del sistema 
para la determinación de la actividad enzimática API ZYM, entre la 
cepa salvaje AVL49 y el mutante para el gen estructural epsL AR211.
Tal y como podemos percibir en la Fig. IV.80A, no encontramos 
grandes diferencias en las capacidades enzimáticas estudiadas en el 
sistema API ZYM entre la cepa salvaje y el mutante. Las cepas 
epsL) son positivas para las enzimas fosfatasa 
alcalina, esterasa (C4), esterasa-lipasa (C8), leucina arilamilasa, valina 
arilamilasa, cistina arilamilasa, tripsina, fosfatasa ácida, naftol-AS-BI-
-glucosidasa y N-acetil- -glucosaminidasa. Si bien 
es cierto, las enzimas esterasa C4, valina arilamilasa, cistina 
arilamilasa y N-acetil- -glucosaminidasa, presentan concentraciones 
mayores en la cepa mutante AR211 con respecto a la cepa salvaje. 
Curiosamente, si tenemos presente la Fig. IV.77, observamos que el 
mutante AR211 muestra un mayor precipitado en la hidrólisis de 
tween 80 que la cepa salvaje, dato que se constata también en la 
prueba de la esterasa C4. 
Con respecto a los perfiles obtenidos en API 20E, la cepa salvaje 
AVL49 y el mutante AR211 son capaces de llevar a cabo las mismas 
reacciones enzimáticas analizadas (Fig. IV.80B). De ese modo, ambas 
cepas descarboxilan los aminoácidos arginina (ADH) y lisina (LDC), 
hidrolizan la urea gracias a la acción de la ureasa (URE), llevan a cabo 
la fermentación butanodiólica del piruvato (VP), así como la 
fermentación/oxidación de glucosa (GLU), y presentan citocromo c 
oxidasa (OX).
En resumen, el análisis de los perfiles de los sistemas 
miniaturizados API ZYM y API 20E de la cepa mutante para el gen
epsL del SSTII AR211, no nos ha aportado información adicional 
relativa al secretoma de LD-07 de P. damselae subsp. damselae
dependiente de SSTII.




Fig. IV.80: Resultados de las pruebas miniaturizadas API ZYM (A) y API 20E (B) de la 
cepa salvaje AVL49 y del mutante para el gen estructural epsL del SSTII (AR211). La 
lectura de los resultados se llevó a cabo tras 24 horas de incubación a 25 °C. En las 
tablas se indican las reacciones enzimáticas/enzimas que se examinan en cada 
sistema API. Se resaltan en azul claro las pruebas enzimáticas que son diferenciales 
entre las cepas ensayadas. 
LD-07RfR (AVL49)
LD-07RfR  ΔepsL (AR211)
(A) API ZYM
API ZYM 






1 Control 0 0 
2 Fosfatasa alcalina 5 5 
3 Esterasa (C 4) 3 4 
4 Esterasa lipasa (C 8) 4 4 
5 Lipasa (C 14) 0 0 
6 Leucina arilamidasa 5 5 
7 Valina arilamidasa 1 3 
8 Cistina arilamidasa 1 2 
9 Tripsina 0 0 
10 α-quimotripsina 0 0 
11 Fosfatasa ácida 5 5 
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa 1 1 
13 α-galactosidasa 0 0 
14 β-galactosidasa 0 0 
15 β-glucuronidasa 0 0 
16 α-glucosidasa 4 4 
17 β-glucosidasa 0 0 
18 N-acetil-β-glucosaminidasa 4 5 
19 α-manosidasa 0 0 
20 α-fucosidasa 0 0 
(0) reacción negativa  (1) 5 nmoles  (2) 10 nmoles  (3) 20 nmoles  (4) 30 nmoles  (5) >40 nmoles 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
293 
 
Fig. IV.80 (Cont.): Resultados de las pruebas miniaturizadas API ZYM (A) y API 20E 
(B) de la cepa salvaje AVL49 y del mutante para el gen estructural epsL del SSTII 
(AR211). La lectura de los resultados se llevó a cabo tras 24 horas de incubación a 
25 °C. En las tablas se indican las reacciones enzimáticas/enzimas que se examinan 
en cada sistema API. *La actividad gelatinasa de ColP no se detecta en API 20E.  
LD-07RfR (AVL49)
LD-07RfR  ΔepsL (AR211)
(B) API 20E
API 20E 






ONPG β-galactosidasa  - - 
ADH Arginina deshidrolasa  + + 
LDC Lisina descarboxilasa + + 
ODC Ornitina descarboxilasa - - 
CIT Utilización del citrato - - 
H2S Producción de H2S     - - 
URE Ureasa + + 
TDA Triptófano desaminasa  - - 
IND Producción de indol  - - 
VP Producción de acetoína  + + 
GEL Gelatinasa* - - 
GLU Fermentación/oxidación de glucosa + + 
MAN Fermentación/oxidación de manitol - - 
INO Fermentación/oxidación de inositol - - 
SOR Fermentación/oxidación de sorbitol - - 
RHA Fermentación/oxidación de ramnosa - - 
SAC Fermentación/oxidación de sacarosa - - 
MEL Fermentación/oxidación de melobiosa - - 
AMY Fermentación/oxidación de amigdalina - - 
ARA Fermentación/oxidación de arabinosa - - 
OX Citocromo oxidasa + + 
(+) reacción positiva   (-) reacción negativa 
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4.8.4. ¿Existen otros Sistemas de Secreción en la cepa LD-07 
de P. damselae subsp. damselae? 
La presencia de sistemas de secreción en los genomas de bacterias 
patógenas, y no patógenas, es muy relevante para su supervivencia, 
dado que muchas de las proteínas que secretan están relacionadas con 
la adquisición de nutrientes o la comunicación intercelular, entre otros 
procesos (Durand et al., 2009). Con la finalidad de tener una visión 
amplia de los posibles sistemas de secreción presentes en la cepa LD-
07 de P. damselae subsp. damselae, iniciamos una búsqueda in silico 
de los diversos tipos de sistemas de secreción descritos en bacterias 
Gram negativas, empleando como referencia, sistemas de secreción 
bacterianos descritos en la literatura. 
 
4.8.4.1. Búsqueda del Sistema de Secreción tipo I 
El Sistema de Secreción tipo I (SSTI) se caracteriza por 
transportar los sustratos en un proceso de un solo paso a través de las 
membranas interna y externa (Green & Mecsas, 2016). Uno de los 
SSTI mejor estudiados es el encargado de la secreción de la 
hemolisina HlyA de Escherichia coli (Thomas et al., 2014). Este 
sistema de secreción consta de una proteína auxiliar HlyC, un 
componente de membrana interna de la familia de los transportadores 
ABC (HlyB), una proteína de fusión a membrana (HlyD), y una 
proteína canal de membrana externa o TolC (Thomas et al., 2014). 
Empleando como referencia los elementos proteicos de este SSTI 
(Fig. IV.81), realizamos una búsqueda de proteínas homólogas en la 
cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae. 
 
Fig. IV.81: Operón del SSTI de E. coli responsable de la secreción de la hemolisina 
HlyA. Destacamos que TolC no se localiza en este operón. Los códigos proteicos 
indicados corresponden a la base de datos Uniprot. La barra de escala representa 1 
Kb de tamaño. 
1 Kb
SSTI- operón Hly de E. coli
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Comenzamos el análisis comparativo empleando la proteína 
auxiliar HlyC (P06736) de E. coli como molde. La búsqueda de 
homólogos proteicos en el genoma de la cepa LD-07 mediante el uso 
de BlastP dio un resultado negativo. Debemos destacar que en otros 
SSTI esta proteína auxiliar también está ausente (Thomas et al.,
2014). Con respecto a la proteína de membrana interna HlyB 
(P08716), un total de 14 proteínas homólogas (A0J46_14895, 
A0J46_02790, A0J46_17350, A0J46_06990, A0J46_06995, 
A0J46_14825, A0J46_09135, A0J46_15515, A0J46_08440, 
A0J46_13000, A0J46_17575, A0J46_11170, A0J46_06900, y 
A0J46_07700) cuyos porcentajes de identidad oscilan entre 30-34%, 
se han localizado en el genoma de LD-07. Estas proteínas homólogas 
corresponden a transportadores de tipo ABC encargados del transporte 
de una amplia gama de sustratos (aminoácidos como metionina, 
glutamina o arginiga, dipéptidos, hierro, etc). Las proteínas de 
membrana interna del SSTI forman parte de la familia de los 
transportadores ABC (Costa et al., 2015), es por eso que muchos de 
los homólogos localizados en el genoma de LD-07 corresponden a 
este tipo de proteínas transportadoras. En lo relativo a la proteína de 
fusión de membrana HlyD (P06739), dos proteínas con similitudes
bajas se hallaron en LD-07: i) la proteína A0J46_14870 (27% de 
identidad/89% de cobertura) anotada como proteína de fusión a 
membrana y componente de la familia PrtE/AprE; y ii) la proteína de 
fusión a membrana A0J46_10390 (22% de identidad/39% de 
cobertura), que curiosamente pertenece a un operón de genes junto 
con un transportador ABC. Para finalizar, en el genoma de LD-07 se 
localizó con una identidad y cobertura del 49% y 89%, 
respectivamente, una proteína TolC (A0J46_12840) homóloga a
P02930, TolC de E. coli. Asimismo, la anotación del genoma de LD-
07 mediante el servidor RAST no reveló la presencia de ningún 
Sistema de Secreción de tipo I.
4.8.4.2. Búsqueda del Sistema de Secreción tipo III 
El Sistema de Secreción tipo III (SSTIII), es una maquina 
especializada en la transferencia en un solo paso, de sustratos 
denominados proteínas efectoras al citoplasma o a la membrana 
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plasmática de células eucariotas, gracias a la presencia de una 
estructura tipo aguja denominada inyectosoma (Costa et al., 2015; 
Green & Mecsas, 2016). Sirviéndonos del SSTIII descrito en el 
patógeno Vibrio parahaemolyticus (Fig. IV.82A), y más 
concretamente de alguno de los componentes estructurales 
considerados como esenciales del SSTIII de bacterias Gram negativas 
(Deng et al., 2017) como moldes aminoacídicos, estudiamos la posible 
presencia de un SSTIII en el genoma de LD-07. Mediante el uso de 
BlastP, las proteínas homólogas localizadas son aquellas que 
pertenecen al aparato flagelar (datos no mostrados), hecho que 
evidencia su origen común (Diepold & Wagner, 2014; Deng et al.,
2017). Confirmando este resultado, la anotación del genoma de LD-07 
realizada por RAST no clasificó ninguno de sus genes en el 
subsistema destinado a la agrupación de componentes proteicos del 
Sistema de Secreción tipo III.
Llegados a este punto, es necesario retomar información obtenida 
en la comparación de los genomas de P. damselae subsp. damselae,
llevada a cabo en el capítulo 4.2 de Resultados y Discusión. La cepa 
tipo CIP 102761 presenta en su genoma un posible plásmido de gran 
tamaño al que denominamos pPHDD203 (Fig. IV.82B). Este vector 
codifica un SSTIII cuyos componentes proteicos son homólogos a los 
descritos en V. parahaemolyticus (Ono et al., 2006). Estableciendo 
como objetivo el estudio de la presencia/ausencia del plásmido 
pPHDD203 en el cepario de P. damselae subsp. damselae disponible 
en el laboratorio, diseñamos cebadores para evaluar la presencia de 
tres genes ubicados en el mismo: vscD (VDA_000187) y vcrV
(VDA_000193) del SSTIII, y VDA_000224, posible efector Aop. Los 
cebadores empleados fueron diseñados en base a la secuencia del 
pPHDD203 de la cepa tipo CIP 102761 (Tabla III.4 de Material y 
Métodos). La búsqueda mediante PCR de los tres genes citados dio 
resultados negativos para todas las cepas de P. damselae subsp. 
damselae analizadas, excepto para CIP 102761 (Tabla IV.4). Este 
resultado indica que la presencia de un SSTIII constituye más la 
excepción que la norma en esta subespecie, dado que por el momento 
solo ha podido ser identificado en la cepa tipo.
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Fig. IV.82: (A) Representación del operón de genes del SSTIII de Vibrio parahaemolyticus descrito por Ono et al. (2006). (B) 
Representación del plásmido pPHDD203 de la cepa CIP 102761 de P. damselae subsp. damselae, codificante de un SSTIII, así 
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4.8.4.3. Búsqueda del Sistema de Secreción tipo IV: Pilus 
tipo IV y pilus tipo IV sensible a manosa 
Si retomamos la información aportada en el apartado 4.8.1 del 
presente capítulo, recordaremos que en el genoma de LD-07 de P. 
damselae subsp. damselae estaba presente el operón de biogénesis del 
pilus tipo IV pilABCD (Fig. IV.76A). El término pilus tipo IV (T4P) 
hace referencia a los apéndices extracelulares dinámicos presentes en 
muchas bacterias patógenas, en las que actúan como importantes 
factores de virulencia. Los componentes del aparato del pilus son 
similares a los del SSTII, pero la diferencia radica en que el sustrato 
de translocación del T4P son las subunidades de pilina que 
constituirán el filamento del pilus (Hospenthal et al., 2017). 
Tomando como referencia los operones constitutivos del pilus de 
tipo IV descrito en el patógeno de peces V. anguillarum (Frans et al.,
2013), llevamos a cabo una exploración in silico de proteínas 
homólogas en el genoma de LD-07. Los resultados aportados en la 
Fig. IV.83B nos revelan operones de homología estadísticamente 
significativa en dicho genoma. De este modo, y al igual que en V. 
anguillarum, el pilus tipo IV de P. damselae subsp. damselae se 
compone de los elementos proteicos codificados en los operones 
pilABCD (A0J46_18665-A0J46_18680), pilMNOPQ (A0J46_11705-
A0J46_11725), pilEfimTpilWV (A0J46_10260-A0J46_10280), pilUT
(A0J46_13525-A0J46_13530) y pilF (A0J46_00340) (Fig. IV.83A). 
Estos operones se localizan en diversas regiones del cromosoma I en 
la cepa LD-07 (Fig. IV.87), así como en el resto de genomas de P. 
damselae subsp. damselae analizados: CIP 102761 (PilABCD: 
VDA_001191-VDA_001188; PilMNOPQ: VDA_003404-
VDA_003407; PilEFimTPilWV: ; PilUT: VDA_001232-
VDA_001231; PilF: VDA_002703); RM-71 (PilABCD: 
A0J47_12190-A0J47_12175; PilMNOPQ: A0J47_10325-
A0J47_10305; PilEFimTPilWV: A0J47_07690-A0J47_07710; PilUT: 
A0J47_14835-A0J47_14830; PilF: A0J47_06740) y A-162 
(PilABCD: A9D46_11165-A9D46_11180; PilMNOPQ: 
A9D46_05375-A9D46_05395; PilEFimTPilWV: A9D46_12050-
A9D46_12030 ; PilUT: A9D46_13610- A9D46_13605 ; PilF:
A9D46_01825).
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Fig. IV.83: (A) Organización genética de los operones de los pili de tipo IV en la 
cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae (Pdd) y en V. anguillarum (Frans et 
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Fig. IV.83 (Cont.): (B) Análisis comparativo de los componentes proteicos del pilus 
tipo IV de P. damselae subsp. damselae (Pdd) en relación a V. anguillarum (%id.: 
porcentaje de identidad; %cob.: porcentaje de cobertura). (C) Representación 
esquemática del pilus tipo IV de P. damselae subsp. damselae, basado en el pilus 
































Función proteína % id. /%cob. Código proteína 
Operón PilABCD 
PL14_02410 PilA Prepilina principal 42%/93% A0J46_18665 
PL14_02405 PilB ATPasa citoplasmática 60%/100% A0J46_18670 
PL14_02400 PilC Plataforma de MI 55%/98% A0J46_14075 
PL14_02395 PilD Peptidasa y N-metiltransferasa de prepilinas 62%/100% A0J46_14080 
Operón PilMNOPQ 
PL14_12105 PilM Componente de unión entre citoplasma y ME 33%/98% A0J46_11705 
PL14_12100 PilN Componente de unión entre citoplasma y ME 34%/85% A0J46_11710 
PL14_12095 PilO Componente de unión entre citoplasma y ME 46%/97% A0J46_11715 
PL14_12090 PilP Componente de unión entre citoplasma y ME 38%/91% A0J46_11720 
PL14_12085 PilQ Secretina de ME 62%/95% A0J46_11725 
Operón PilEFimTPilWV 
PL14_03710 PilE Prepilina menor 46%/96% A0J46_10260 
PL14_03715 FimT Posible prepilina 30%/84% A0J46_10265 
PL14_03720 PilW Prepilina menor 39%/96% A0J46_10270 
PL14_03725 - Función desconocida 26%/93% A0J46_10275 
PL14_03730 PilV Prepilina menor 42%/97% A0J46_10280 
Operón PilUT 
PL14_01945 PilU ATPasa citoplasmática 82%/96% A0J46_13525 
PL14_01950 PilT ATPasa citoplasmática 67%/97% A0J46_13530 
PilF 
PL14_07670 PilF Lipoproteína de ME, interacción con secretina 51%/92% A0J46_00340 
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Por otro lado, la secuenciación del genoma de LD-07 y su 
posterior anotación mediante el servidor RAST, nos reveló la 
presencia de dos operones de 16 genes descritos como pili-
hemaglutinina sensible a manosa (msh): mshIJKLMNEGF
(A0J46_14075-A0J46_14115) y mshBACDOPQ (A0J46_14120-
A0J46_14150) (Fig. IV.84). Estos operones se muestran de manera 
contigua en el genoma de LD-07 (Fig. IV.87). Msh es un miembro de 
la familia del pilus tipo IV de gran importancia en V. cholerae dado 
que facilita la formación de biofilms y la supervivencia de la bacteria 
en ambientes acuáticos (Marsh & Taylor, 1999; Watnick et al., 1999;
Jones et al., 2015). Comparando las secuencias aminoacídicas de los 
componentes de Msh en V. cholerae y P. damselae subsp. damselae,
observamos un alto grado de conservación de los dos operones en 
ambas especies (Fig. IV.84B). Además, es necesario destacar que el 
operón Msh está presente en el cromosoma I de los cuatro genomas de 
P. damselae subsp. damselae comparados en el presente trabajo: CIP 
102761 (VDA_003492- VDA_003503), RM-71 (A0J47_11760-
A0J47_11835) y A-162 (A9D46_11595- A9D46_11520).
Asimismo, es interesante indicar que el plásmido pPHDD203, 
únicamente portado por la cepa tipo CIP 102761, codifica un pilus de 
tipo IV conjugativo (operón de genes tra) (Fig. IV.82B).
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Fig. IV.84: (A) Representación esquemática de los operones Msh en la cepa LD-07 
de P. damselae subsp. damselae (A0J46_14075-A0J46_14150) y V. cholerae (Jones 
et al., 2015). El operón codifica elementos necesarios para el ensamblaje y 
secreción (mshI-mshF), indicados en verde, y también los componentes 
estructurales del pilus (mshB-mshQ) en morado. La barra de escala representa 1 Kb 
de tamaño. (B) Tabla de homologías entre los operones Msh de P. damselae subsp. 




Vibrio cholerae (Jones et al., 2015)
Pilus Msh tipo IVa
(A)
(B)
E G F B A C D O P QNMLKJI
P. damselae subsp. damselae
A0J46_14075 A0J46_14150
VC0399 VC0414
MSHA de V. cholerae MSHA de Pdd 
Código proteína Nombre proteína Función proteína % id. /%cob. Código proteína 
Operón de ensamblaje  y secreción (MshI-MshF) 
VC0399 MshI Función desconocida 32%/89% A0J46_14075 
VC0400 MhsJ Función desconocida 42%/98% A0J46_14080 
VC0401 MhsK Función desconocida 48%/80% A0J46_14085 
VC0402 MhsL Poro de ME 58%/100% A0J46_14090 
VC0403 MhsM Función desconocida 55%/99% A0J46_14095 
VC0404 MhsN Función desconocida 46%/49% A0J46_14100 
VC0405 MhsE ATPasa citoplasmática 71%/99% A0J46_14105 
VC0406 MhsG Plataforma de MI 60%/98% A0J46_14110 
VC0407 MhsF Función desconocida 27%/56% A0J46_14115 
Operón  de componentes estructulares del pilus (MshB-MshQ) 
VC0408 MhsB Pilinas menores 47%/97% A0J46_14120 
VC0409 MhsA Pilina principal 50%/97% A0J46_14125 
VC0410 MhsC Pilinas menores 33%/93% A0J46_14130 
VC0410 MhsD Pilinas menores 30%/100% A0J46_14135 
VC0412 MhsO Pilinas menores 29%/97% A0J46_14140 
VC0413 MhsP Función desconocida 29%/95% A0J46_14145 
VC0414 MhsQ Función desconocida 21%/29% A0J46_14150 
 
E G F B A C D O P QNMLKJI
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4.8.4.4. Búsqueda del Sistema de Secreción tipo V 
El sistema de secreción de tipo V (SSTV) es una máquina 
macromolecular empleada por varias bacterias para secretar proteínas 
del espacio periplásmico al medio ambiente. Para ello, precisan de la 
intervención de la vía Sec para la translocación del sustrato al espacio 
periplásmico (Fan et al., 2016). Los miembros de este sistema 
comparten un principio común que los distingue del resto de los 
sistemas de secreción: el poro de secreción (denominado dominio de 
translocación o dominio barril-β) generado a través de la membrana 
externa, es parte de la misma cadena polipeptídica de la proteína 
funcional (dominio pasajero o dominio-α) (Leo et al., 2012; Fan et al., 
2016). Por lo tanto, el tipo de proteínas secretadas por esta vía son, en 
realidad, autotransportadoras. El SSTV se divide en un total de cinco 
clases, denominadas como tipos Va a Ve (Fig. IV.85A). 
Tomando como referencia ejemplos de SSTV de diversas 
especies bacterianas, cuya estructura secundaria ha sido descrita en los 
últimos años, realizamos una búsqueda de proteínas homólogas en el 
genoma de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae. Los 
resultados expuestos en la Fig. IV.85B solo nos indican la existencia 
de la ORF A0J46_06080 homóloga a la fosfolipasa de tipo patatina 
PlpD del patógeno Pseudomonas aeruginosa (Salacha et al., 2010). 
Las patatinas son un grupo de hidrolasas lipolíticas descubiertas en 
plantas, que parecen estar asociadas con la defensa contra parásitos 
(Strickland et al., 1995). La búsqueda de dominios proteicos mediante 
Pfam de la ORF A0J46_06080, mostró la presencia del dominio típico 
de las fosfolipasas tipo patatina (código PF01734), así como un 
dominio POTRA (código PF07244). El dominio POTRA es el 
encargado de conectar el dominio pasajero con el dominio barril-β de 
translocación de los SSTV (Leo et al. 2012) (Fig. IV.85A). Esta 
fosfolipasa de tipo patatina también está localizada en los otros tres 
genomas de P. damselae estudiados (CIP 102761: VDA_001134; 
RM-71: A0J47_10005; y A-162: A9D46_07720). Salacha et al. 
(2010) sugieren que dada la presencia de homólogos a PlpD en 
bacterias patógenas y no patógenas, la implicación de las proteínas 
similares no se limita a la virulencia, sino que podría estar relacionada 
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con funciones tales como comunicación hospedador/simbionte-
comensal o la intercelular.  
Por otro lado, la anotación del genoma de LD-07 realizada por el 
servidor RAST, consideró la ORF A0J46_11030 como una adhesina 
autotrasportadora. Las adhesinas autotransportadoras son proteínas 
superficiales multiméricas involucradas en diversos rasgos biológicos 
de bacterias gram negativas patógenas, incluida la adherencia, la 
formación de biofilms, la invasión, la supervivencia dentro de células 
eucariotas, la resistencia sérica y la citotoxicidad (Mil-Homens & 
Fialho, 2011; Leo et al., 2012). La búsqueda de homólogos en otras 
especies dio como resultado su similitud con proteínas hipotéticas de 
diversas especies de Photobacterium, así como de adhesinas 
autotransportadoras de V. vulnificus (30% identidad; 40% cobertura). 
Posibles adhesinas autotransportadoras homólogas a A0J46_11030 
también han sido localizadas en los genomas de las cepas CIP 102761 
(VDA_000297), RM-71 (A0J47_16710) y A-162 (A9D46_04550). 
Sería interesante en el futuro estudiar en profundidad estos dos 
sistemas de secreción tipo V localizados en P. damselae subsp. 
damselae. 
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Fig. IV.85: (A) Modelos de topología de los diferentes sistemas de secreción de tipo V. El dominio de translocación se 
muestra en regiones marrones, la zona enlace entre dominios en verde claro o amarillo, el dominio pasajero en verde oscuro 
y el dominio periplásmico en rojo. Los dominios POTRA están etiquetados como (P). Imagen elaborada según la información 
aportada por Leo et al. (2012). (B) Ejemplos de diversos tipos de SSTV bacterianos, empleados como referencia en la 
búsqueda de proteínas homólogas en el genoma de P. damselae subsp. damselae (Pdd) LD-07 (%id.: porcentaje de identidad; 








EstA (O33407) Esterasa Pseudomonas aeruginosa Wilhelm et al. (2011) - 
IgA (P09790) Endopeptidasa Neisseria gonorrhoeae Leo et al. (2012) - 
Hbp (O88093) Proteasa de unión a hemoglobina Escherichia coli Otto et al. (2005) - 
Pertactina (P14283) Factor de virulencia Bordetella Pertussis Emsley et al. (1996) 
- 
 
ApeE (O52756) Esterasa Salmonella typhimurium Wilhelm et al. (2011) - 
PLB (AAK53448) Fosfolipasa B Moraxella bovis Farn et al. (2001) - 
SSTVb 
FHA (P12255) Hemaglutinina filamentosa Bordetella pertussis  Clantin et al. (2004)  - 
HMW1 (Q48031) Adhesina Haemophilus influenzae Yeo et al. (2007) - 
SSTVc 
BadA (Q5MWV9) Adhesina Bartonella henselae Szczesny et al. (2008) - 
SadA (Q8ZL64) Adhesina Salmonella  typhimurium 
Raghunathan et al. 
(2011) - 
YadA (P31489) Adhesina Yersinia enterocolitica Nummelin et al. (2004) - 
NadA (A0ELI2) Adhesina Neisseria meningitidis Malito et al. (2014) - 
SSTVd 
PlpD (Q9HYQ6) Fosfopilasa de tipo-patatina Pseudomonas aeruginosa Salacha et al. (2010) 
A0J46_06080 
(31% id., 99% 
cob.) 
SSTVe 
P11922 Invasina Yersinia pseudotuberculosis 
Hamburger  et al. 
(1999) - 
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4.8.4.5. Búsqueda del Sistema de Secreción tipo VI 
El Sistema de Secreción de tipo VI (SSTVI) es una maquinaria 
que transloca proteínas efectoras tóxicas en células eucariotas y/o 
procariotas, desempeñando un papel fundamental no solo para la 
supervivencia bacteriana en los ecosistemas ambientales, sino también 
en el contexto de la patogénesis y la competencia bacteriana (Ho et 
al., 2014; Costa et al., 2015). Uno de los sistemas de secreción tipo VI 
mejor estudiados es el de V. cholerae. Los genes del SSTVI de V. 
cholerae se agrupan en un gran operón en el cromosoma II, conocido 
como operón principal, y en tres pequeños operones auxiliares (Joshi 
et al., 2017) (Fig. IV.86A). Empleando como referencia las proteínas 
codificadas por los operones del SSTVI de V. cholerae, exploramos 
mediante el uso de BlastP, el genoma de la cepa LD-07 en busca de 
proteínas homólogas.  
Tal y como podemos observar en la Fig. IV.86BC, P. damselae 
subsp. damselae presenta homólogos a la mayoría de los genes del 
operón principal de V. cholerae. Al igual que en el caso de V. 
cholerae, estos genes se agrupan en un solo operón principal, pero a 
diferencia del primero, se localiza en el cromosoma I (Fig. IV.87). Por 
el contrario, los operones auxiliares no son conservados, estando 
ausentes muchos de sus genes en el genoma de LD-07 (Fig. IV.86C). 
Cabe destacar que todas las proteínas del operón principal 
(A0J46_08175-A0J46_08245) del hipotético SSTVI hallado en LD-
07, han sido clasificadas por el servidor RAST en la categoría de 
transporte de membrana, y concretamente en el subsistema Sistema de 
Secreción tipo VI. Debemos destacar que los genomas secuenciados 
en el presente trabajo también poseen en su cromosoma I el operón 
principal del SSTVI (cepa CIP 102761 (VDA_002157-
VDA_002144), cepa RM-71 (A0J47_05140-A0J47_05065), cepa A-
162 (A9D46_03560-A9D46_03635). 
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Fig. IV.86: (A) Representación de los operones de genes del SSTVI de Vibrio cholerae, descritos por Joshi et al. (2017). (B) 
Representación del operón principal del SSTVI predicho para la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae (Pdd). Entre paréntesis 
se indican los códigos proteicos. La barra de escala representa 1 Kb de tamaño. (C) Búsqueda de proteínas homólogas al SSTVI de V. 
cholerae en el genoma de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae (%id.: porcentaje de identidad; %cob.: porcentaje de 
cobertura).  
Operón principal del SSTVI en Pdd LD-07(A0J46_08175-A0J46_08250)
(A)
SSTVI en Vibrio cholerae
1 Kb
(B)
SSTVI de V. cholerae SSTVI de Pdd 
Código proteína Nombre proteína % id. /%cob. Código proteína 
Operón principal 
VCA0105 - 66%/100% A0J46_08250 
VCA0106 - - - 
VCA0107 vipA 70%/95% A0J46_08175 
VCA0108 vipB 85%/96% A0J46_08180 
VCA0109 hsiF 61%/99% A0J46_08185 
VCA0110 vasA 68%/100% A0J46_08190 
VCA0111 vasB 61%/100% A0J46_08195 
VCA0112 vasC 43%/98% A0J46_08200 
VCA0113 vasD 61%/91% A0J46_08205 
VCA0114 vasE 71%/100% A0J46_08210 
VCA0115 vasF 63%/99% A0J46_08215 
VCA0116 clpV 73%/99% A0J46_08220 
VCA0117 vasH 45%/99% A0J46_08225 
VCA0118 vasI 40%/94% A0J46_08230 
VCA0119 vasJ 47%/98% A0J46_08235 
VCA0120 vasK 64%/100% A0J46_08240 
VCA0121 vasL 29 %/98% A0J46_08245 
VCA0122 vasM - - 
VCA0123 vgrG-3 56%/66%  A0J46_08295 
VCA0124 tsiV-3 - - 
Operón auxiliar 1 
VC1415 hcp-1 77%/100% A0J46_08290 
VC1416 vgrG-1 59%/58% A0J46_08295 
VC1417 tap-1 - - 
VC1418 tseL - - 
VC1419 tsiV-1 - - 
VC1420 - - - 
VC1421 - 31%/95% A0J46_11105 
Operón auxiliar 2 
VCA0017 hcp-2 76%/85% A9D46_18705 
VCA0018 vgrG-2 58%/97% A0J46_08295 
VCA0019 vasW 35%/91% A0J46_15235 
VCA0020 vasX 28%/87% A0J46_15230 
VCA0021 tsiV-2 34%/69% A0J46_15225 
VCA0022 - - - 
Operón auxiliar 3 
VCA0284 - 63%/53% A0J46_08250 
VCA0285 tseH - - 
VCA0286 tsiH - - 
 
(C)
Operón principal (VCA0105-VCA0124) 
Operón auxiliar 1 
(VC1415-1421)







En resumen, tal y como podemos observar en la Fig. IV.87, la 
cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae presenta codificados a lo 
largo de sus cromosomas I y II, todos los componentes necesarios para 
la secreción dependiente de Sec y Tat, así como el SSTII, el pilus tipo 
IV, el pilus tipo IV dependiente de manosa (Msh), dos tipos de 
enzimas autotransportadoras (SSTV) y el SSTVI. 




Fig. IV.87: Sistemas de secreción localizados en el genoma de la cepa LD-07 de P. damselae subsp. damselae. 






















































The results obtained in this study provide new knowledge that 
will allow a better understanding of the genetic basis of pathogenicity 
exhibited by Photobacterium damselae subsp. damselae strains 
lacking the virulence plasmid pPHDD1.
The specific conclusions drawn from this study are the following:
1. Strains of P. damselae subsp. damselae carrying pPHDD1 
plasmid are more virulent for sea bass, and more cytotoxic for 
fish cell lines, than strains lacking the plasmid.
2. In general, the genomes of both types of P. damselae subsp. 
damselae strains (pPHDD1 carriers, and plasmidless strains)
show a high degree of synteny in chromosomes I and II.
3. The pore-forming toxin PhlyC is a thermolabile toxin, secreted 
via the type II Secretion System (T2SS), and is the main 
responsible for the hemolytic phenotype produced by strains 
lacking pPHDD1 against sheep and rabbit erythrocytes.
4. PlpV is a thermolabile phospholipase secreted by the T2SS 
and is ubiquitous in P. damselae subsp. damselae. It is 
responsible for the hydrolysis of phospholipids in strains 
lacking pPHDD1. PlpV causes hemolysis of trout erythrocytes 
and, in presence of added lecithin, indirect hemolysis of sheep 
erythrocytes.
5. ColP is a thermolabile collagenase, partially secreted by the 
T2SS, and is responsible for the gelatinolytic activity exhibited 
by some strains of P. damselae subsp. damselae.
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6. The lipolytic activity against tween 80 detected in the majority 
of P. damselae subsp. damselae strains is attributable to an 
enzyme that we here dubbed Lip80. Apparently, Lip80 is a
lipoprotein with esterase activity, anchored to the outer 
membrane of the cell. The secretion mechanism of Lip80 is 
currently unknown.
7. P. damselae subsp. damselae has the ability to degrade tween 
20 regardless of Lip80 production, suggesting the existence of 
another enzyme, probably an esterase, not yet identified.
8. PhlyC and PlpV contribute, apparently to the same extent, to 
virulence for sea bass. ColP, however, plays a minor role in 
virulence, and Lip80 does not interfere in virulence, at least 
under the conditions tested.
9. PhlyC and PlpV are responsible, in a synergistic fashion, for 
the cytotoxicity exhibited for fish and human cell lines by 
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